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Öz 

ZFN, TALEN ve CRISPR’lar DNA’da hedeflenen bölgeye bağlanabilmeleri sayesinde genomda düzenleme 
yapmaya imkân veren yeni nesil genom düzenleme teknikleridir. Bu tekniklerin kullanımı sayesinde hedef 
genler mutasyona uğratılarak ya da genomdan kesilerek susturulabilmekte, ayrıca genlerde istenilen 
nükleotidlerin değiştirilmesi de mümkün olabilmektedir. Yapılan genom düzenlemeleri hâlihazırda kullanılan 
metotlara kıyasla daha hızlı, daha kolay, etkin ve ucuzdur. Bu makalede yeni nesil genom düzenleme 
tekniklerinin çalışma prensipleri, kullanıldıkları alanlar, tekniklerin birbirleriyle kıyaslanması ve bu teknikler 
kullanılarak genetik mühendisliği ve ıslahı alanında şu ana kadar yapılmış çalışmalara yer verilmiştir. 
Makalenin son bölümünde bu tekniklerle yapılan düzenlemeler sonucunda elde edilen bitkilerin doğaya 
salınımı ve bu konuda mevcut düzenlemelere de değinilmiştir. Yeni nesil genom düzenleme tekniklerinin 
bağlanma ve kesim etkinliklerinin artırılması mevcut çalışmaları bir adım daha ileriye taşıyarak, daha verimli, 
kaliteli ve çevresel faktörlere karşı toleranslı çeşitlerin geliştirilmesine imkân tanıyacaktır.

Anahtar Kelimeler: ZFN, TALEN, CRISPR, gen susturma, genetik modifikasyon

New Generation Genome Editing Techniques: 
ZFNs, TALENs, CRISPRs and Their Use in Plant Research

Abstract

ZFNs, TALENs and CRISPRs are the new generation genome editing tools functioning by binding a 
specified target region on DNA. Using one of these techniques, target genes could be edited by insertion/
deletions. It is also possible to replace nucleotides in target genes via homologous recombination. Compared 
to the current methods, new generation genome editing is faster, easier, more efficient and less expensive. 
This review covers how and where new generation genome editing techniques can be used, comparison 
one to another, and highlights applications in plant genetic engineering and plant breeding. Furthermore, the 
release of genome edited plants to the environment and current regulations in the world are discussed. It is 
predicted that improvements in binding and excising efficacy of new generation genome editing techniques 
would take the current research one step further, and would be a major aid to plant breeding that would lead 
to generating crop varieties with higher yield, quality and tolerance to biotic and abiotic stresses. 
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Giriş

izi spesifik nükleazlar (ZFN, TALEN 
ve CRISPR) tıp, moleküler biyoloji ve 

bitki ıslahında son 3-4 yıldır yaygın olarak 
kullanılmaya başlanılan yeni nesil genom 
düzenleme araçlarıdır. Bu nükleazlar DNA 
kesim (restriction) enzimlerine benzer şekilde, 
genomda düzenleme yapılmak istenen 
bölgede DNA’yı çift iplikli olarak keserler. 

Oluşan bu çift iplik kesikleri, hücrenin DNA 
tamir mekanizmaları olan HR (Homologous 
Recombination = Homolog Rekombinasyon) 
ya da NHEJ (Non-Homologous End Joining= 
Homolog Olmayan Uçların Birleşmesi) yoluyla 
tamir edilirken, hücre tarafından hangi tamir 
mekanizmasının kullanıldığına bağlı olarak 
genomda farklı modifikasyonlar meydana gelir 
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(Bortesi ve ark. 2015; Lawrenson ve ark. 2015). 
Tamir sırasında NHEJ’nin HR’ye bir baskınlığı 
söz konusu olup, tamir olaylarının %99,9’u 
NHEJ yoluyla gerçekleşir. Bu yolla meydana 
gelen birleşme sonrasında kesim yapılan 
bölgede nükleotid kayıpları ve kazanımları 
oldukça sık görülmektedir. NHEJ yoluyla 
gerçekleşen bu kusurlu tamir genomdan büyük 
parçaların silinmesine, nükleotid kazanımı ve 
kaybı nedeniyle okuma çerçevesi kaymasına 
(frame-shift) ve nihayetinde oluşan mutasyon 
nedeniyle hedef bölgedeki genin ifadesinin 
değişmesine neden olmaktadır (Belhaj ve ark. 
2015; Zhang ve ark. 2016a). 

HR’den yararlanmak suretiyle yapılmak 
istenen modifikasyon çalışmalarında (amaca 
uygun olarak gendeki nükleotid diziliminin 
değiştirilmesi, gen aktarılması, DNA aktarılarak 
genin susturulması vb.) genomda hedeflenen 
bölgeyle homolog diziler içeren bir donör 
parça hücreye gönderilir ve HR mekanizması 
sayesinde bu parça genoma entegre edilebilir 
(Voytas 2013). Diğer yandan, somatik 
hücrelerde kesik kromozomların onarımı NHEJ 
yoluyla gerçekleştirilmektedir. NHEJ özellikle 
insanlar ve bitkiler gibi yüksek ökaryotlarda 
baskın tamir mekanizmasıdır (Ray ve ark. 
2002; Shen ve Strunks 2016).

NHEJ ve HR’yi birbirinden ayıran temel 
fark, tamir için DNA homolojisine ihtiyaç 
duyulup–duyulmadığıdır (Takata ve ark. 
1998). HR ile DNA kesikleri orijinaline uygun 
olarak onarılmakla birlikte, bu mekanizmanın 
kullanılabilmesi için genomun herhangi bir 
yerinde homolog kromozom ya da kardeş 
kromatit gibi homolog dizilerin yer alması 
gerekir (Takata ve ark. 1998). DNA replikasyonu 
sırasında kardeş kromatitler birbirine yakın 
olduğu için replikasyon sırasında meydana 
gelen çift iplik kesikleri genellikle HR yoluyla 
onarılır. Radyasyon gibi çevre faktörlerinin 
yol açtığı çift iplik kesikleri ise çoğunlukla 
NHEJ ile tamir edilir. Bunun en büyük sebebi 
kardeş kromatitlerin replikasyonda olduğu gibi 
birbirine yakın olmaması ve de hâlihazırda 
paketlenmiş olmasıdır (Sonada ve ark. 2006). 
Gerçekleştirilen tamir orijinaline uygun olmasa 
da, NHEJ'de HR gibi DNA’nın onarımında 
görevlidir ve genom bütünlüğünün korunmasını 
sağlamaktadır.

Radyasyon, kanserojenler veya toksik 
elementler nedeniyle meydana gelen çift iplik 
kesikleri, dizi spesifik nükleazlar (ZFN, TALEN 
ve CRISPR) yardımıyla da genomda istenen 
bölgede yapay olarak oluşturulabilmektedir. 

Oluşan bu kesikler hücrede çoğunlukla 
NHEJ yoluyla onarıldığı için onarılan bölgede 
insersiyon-delesyon (in-del) nedeniyle 
mutasyonlar meydana gelmektedir. 
Oluşan mutasyonlar ise genellikle onarılan 
bölgedeki genin fonksiyonunu kaybetmesiyle 
sonuçlanmaktadır (Voytas 2013). Negatif 
gibi görünen bu durum, gen fonksiyonu 
araştırmalarında (fonksiyonel genomik) ve 
yeni genetik kompozisyona sahip bitkilerin elde 
edilmesinde çok önemli olup moleküler biyoloji 
ve bitki ıslahında yeni bir çağın başlangıcına 
işaret etmektedir. 

ZFN’ler (Zinc Finger Nucleases)

ZFN’ler (Zinc Finger Nucleases) kullanıcının 
genomda modifiye etmek istediği bölgeye göre 
dizayn edilen ilk dizi spesifik nükleazlardır. 
ZFN’ ler DNA’ya spesifik olarak bağlanan bir 
domain (binding= bağlanma domaini) ve bir 
nükleaz (cleavage=kesim) domaini olmak 
üzere iki kısımdan oluşmaktadır. DNA’ya 
spesifik olarak bağlanan kısım ZF (Zinc Finger) 
proteinlerden oluşur (Samanta ve ark. 2016). 
Her ZF birimi 30 amino asit içerir ve bu amino 
asitler bir adet çinko atomuna bağlıdır. Zinc 
finger proteinler ββα yapısıyla katlanmıştır. α 
helix yüzeyinde bazı spesifik pozisyonlarda 
bulunan amino asitler ZF proteinlerin DNA 
ile spesifik interaksiyonunu sağlamaktadır 
(Szczepek ve ark. 2007; De Pater ve ark. 2009; 
Gaj ve ark. 2013). Diğer amino asitlerin bir 
konsensüs iskeleti olarak bırakılıp sadece bu 
spesifik aminoasitlerin değiştirilmesi ile farklı 
sekanslara bağlanan zinc finger proteinler elde 
edilebilir (Wu ve ark. 2007; Szczepek ve ark. 
2007). Şekil 1’de de görüldüğü gibi üç ya da 
daha fazla zinc finger birimi dizi halindedir ve 
her ayrı zinc finger üç spesifik nükleotidi tanır 
(Voytas 2013). Böylelikle 18-24 bp kadar bir 
tanıma bölgesi oluşturulabilir ki bu uzunlukta 
bir hedef bölge bitki veya memeli genomunda 
muhtemelen tek olacaktır. FokI endonükleaz 
ise kesim domainini oluşturur.

FokI, Flavobacterium okeanokoites 
bakterisinden izole edilen bir kesim enzimidir 
(Wah ve ark. 1998). Zinc finger dizisi ile kombine 
edilmiş bu enzimin çift iplik kesiği oluşturabilmesi 
için dimerize (tıpkı bir makas gibi) olması gerekir. 
Bu nedenle ZF protein dizisinin bir monomeri çift 
iplikli DNA’ya üstten bağlanırken diğer monomer 
aralarında 5-7 bp açıklık olacak şekilde alttan 
bağlanır ve dimer oluşturur (Osakabe ve ark. 
2015). Böylece bu alt ve üst iplikten bağlanan 
ZF proteinleri arasında kalan bölgede (ki burası 
hedef bölge olarak seçilmiştir) FokI çift iplik 
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kesiği oluşturabilir. İleride bahsedilecek TALEN 
sisteminde de kesim işlemi FokI tarafından 
gerçekleştirilmekle olup, ZFN ve TALEN 
sistemleri arasındaki fark DNA’yı tanıyan 
kısımlarının (binding domainlerin) yapısal 
farklılığıdır (Samanta ve ark. 2016).

FokI’in DNA’da oluşturduğu çift iplik 
kesiklerinin hücrenin tamir yolaklarını uyarması 
sonucunda NHEJ ve HR yoluyla tamir edilirler. 
NHEJ ile gerçekleşen tamir ile gen knock-
outları oluşurken, HR mekanizması yoluyla da 
genoma parça entegrasyonu (gene targeting) 
gerçekleştirilebilir (Shukla ve ark. 2009; De 
Pater ve ark. 2009; Schneider ve ark. 2016).

ZFN sisteminin çalışabilmesi için alt ve üst 
ZFN proteinlerinin dimerize olması gerekliği 
spesifite açısından bir avantajdır. İki farklı 
amino asit dizisinin DNA’ya alttan ve üstten 
bağlanıp kesim yapması anlamına gelen bu 
durum, çok kompleks bir genomda bile yanlış 
bağlanma olmadan tek bir hedef bölgenin 
modifiye edilebilmesine imkan sağlamaktadır 
(Carroll 2011; Gaj ve ark. 2013).

ZFN sistemi kullanılarak yapılan ilk 
başarılı çalışmada Drosophila melanogaster’ 
in somatik eşey hücrelerinde mutagenez 
gerçekleştirilmiştir (Carroll 2011). Bu çalışmayı 
takiben ZFN sistemi ile C. elegans, zebra balığı 
ve insan hücrelerinin yanı sıra Arabidopsis, 
tütün, mısır ve soya fasulyesini de içeren 
birçok bitkide etkili ve sonraki jenerasyonlara 
aktarılabilen mutagenez yapılmıştır (Miller ve 
ark. 2007; Ramalingam ve ark. 2011; Kumar 

ve ark. 2015). Hedeflenmiş mutagenezin oranı 
organizmadan organizmaya değişmektedir 
(Carroll 2011).

Townsend ve ark. (2009) tütünde yaptıkları 
çalışmada asetohidroksiasit sentaz (SuRA 
and SuRB) genlerini ZFN sistemini kullanarak 
başarıyla hedeflemiştir. Bu genlerde mutasyon 
oluşması sonucu bitkiler imidazolinon (IMI) 
ve sulfonylurea (SU) temelli herbisitlere karşı 
dirençli hale getirilmiştir. Yine, Shukla ve ark. 
(2009) ZFN’ler yardımıyla mısır da IPK1 
lokusuna bir herbisit tolerans geni aktarmışlar ve 
T1 jenerasyonunda hem herbisite dayanıklılık 
hem de IPK1 geninin mutasyona uğraması 
nedeniyle inositol fosfat profilinde farklılıklar 
bulunan bitkiler elde ettiklerini bildirmişlerdir.  

Spesifik DNA sekanslarını tanıyan ZF 
dizileri oluşturmak için birden fazla metot 
bulunmaktadır. Oligomerized Pool ENgineering 
(OPEN) genetik seleksiyonla ZF dizisinin 
inşası için kullanılan kombinasyonel seleksiyon 
tabanlı bir metottur (Townsend ve ark. 2009; 
Voytas 2013; Osakabe ve ark. 2015). ZFN 
oluşturmak için daha basit bir platform ise 
Context-Dependent Assembly (CoDA) olarak 
bilinen metottur (Sander ve ark. 2011). CoDA 
önceden seçilmiş iki finger ünitesini kullanır 
ve basit tekniklerle, hızlıca ZF dizisinin 
birleştirilmesine imkân tanır. İsteğe göre ZFN’ 
leri dizayn etmeyi sağlayan başka metotlar 
ve ticari kitler de mevcuttur (Sigma-Aldrich, 
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/zinc-
finger-nuclease-technology/custom-zfn.html). 

Şekil 1. ZFN’nin DNA’yı kesmesi: İki ZFN, DNA’nın alt ve üst ipliklerine yapışarak FokI kesim domaininin 
dimerize olmasını ve DNA’ yı her iki iplikçiğinden kesmesini sağlar. Kesim bölgesi iki ZF’nin tanıma bölgeleri 
arasında kalan 6 baz çiftinden oluşan bölgedir. 
Figure 1. DNA cleavage by ZFNs: Binding of two ZFNs to lower and upper strands of DNA at target region 
results in dimerization of FokI and cutting DNA in both strands. Restriction site is a 6-bp spacer sequence 
between recognition sites of two ZFNs.
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ZFN dizaynını kolaylaştıran metotlar 
çoğalsa da genomda istenilen her sekansın 
hedeflenememesi tüm ZFN tabanlı metotlar için 
hala sınırlayıcı bir faktörüdür (Osakabe ve ark. 
2015). Ayrıca zinc fingerlar bağlanmaları tercih 
edilenler dışında başka üçlü nükleotidlere de 
bağlanabilmektedirler (hedef dışı bağlanma). 
Bu sebeple genomda hedef dışı yerlerde 
meydana gelen kesim sayısı hücrenin tamir 
edebilme kapasitesini aştığında, hücre içinde 
oluşan toksisite hücre veya organizmanın 
ölümüne neden olmaktadır (Szczepek ve ark. 
2007; Urnov ve ark. 2010). Gerek dizaynlarının 
zor olması gerekse hedef-dışı etki nedeniyle 
toksisite oluşturması, ZFN’leri dizi spesifik 
nükleazlar içinde en az tercih edilen teknik 
haline getirmiştir (Petolino 2015).

TALEN’ler (Transcription Activator Like 
Effector Nucleases)

Dizi spesifik nükleaz ailesinin ikinci 
üyesi olan TALEN sistemi ZFN sistemine bir 
alternatif olarak ortaya çıkmıştır (Joung ve ark. 
2013). TALEN sistemi de ZFN sistemi gibi bir 
DNA bağlanma domaini ve FokI DNA kesim 
domaininden oluşmaktadır (Budhagatapalli 
ve ark. 2015). TALEN sisteminde DNA’ya 
bağlanmayı sağlayan TAL efektörleri ilk 
olarak bir bitki patojeni olan Xanthomonas 
bakterisinin türlerinde keşfedilmişlerdir 
(Boch ve ark. 2009; Moscou ve ark. 2009). 
Enfeksiyon sırasında Xanthomonas türüne 
ait bakteriler transkripsiyon aktivatör benzeri 
(Transcription Activator-Like = TAL) efektörleri 
(seçici olarak DNA/proteinlere bağlanan ve 
onların biyolojik aktivitelerini düzenleyen küçük 
moleküller) bitki hücresine göndermekte ve bu 
efektörler spesifik bitki geni promotorlarına 
bağlanarak bu genleri aktive etmektedirler. 

Xanthomonas türleri bu yolla bitkilerde hastalık 
yapmaktadırlar (Scholze ve ark. 2011; Voytas 
2013).

Bitki patojeninde doğal olarak bulunan 
TALE (Transcription Activator-Like Effector) 
proteinlerinin genom modifikasyonunda 
kullanılabileceği ilk defa bitki genomik 
DNA’sının manipülasyonu ile gösterilmiştir. 
Böylece TALE proteinlerinin DNA bağlanma 
mekanizmasının anlaşılmasında ilk adımlar 
atılmıştır (Cermak ve ark. 2011; Miller ve ark. 
2011).

Genom modifikasyonu aracı olarak 
kullanılan TALEN’ler, her biri farklı bir 
nükleotidi tanıyıp bağlanan TALE protein dizisi 
ve FokI endonükleazının birleştirilmesiyle 
oluşturulmuştur (Pattanayak ve ark. 2014). 
TALE proteinleri çeşitli kopya sayılarında her 
biri 33-35 amino asitten oluşan tekrarlar içerirler. 
Her tekrarın 12. ve 13. pozisyonunda “repeat 
variable diresidue (RVDs)” olarak adlandırılan 
ikili aminoasit, hedef DNA sekansıyla baz 
eşleşmesini sağlar (Kumar ve ark., 2015). En 
yaygın RVD’ler, yani aminoasitler, NI, NG, NN 
ve HD’dir. Bunlar sırasıyla adenin, timin, guanin 
ya da sitozine bağlanırlar (Voytas 2013).

DNA’nın istenen bölgesinde kesim yapmak 
için alt ve üst ipliciklerden karşılıklı DNA 
ipliklerine bağlanan bir çift TALEN gereklidir. Alt 
ve üst DNA ya bağlanan TALEN’ler dimerize 
olmadan (birbirleriyle temas kurmadan) TALEN’ 
in nükleaz aktivitesi gerçekleşemez. Yani tek 
bir TALEN kendi başına kesim etkinliğine sahip 
değildir. Karşılıklı olarak bağlanan iki TALEN 
yapısı arasında 14–18 bp kadar mesafe 
olmalıdır. Bu dimerize yapı oluştuğunda FokI 
endonükleazları hedeflenen DNA sekansında 
çift iplik kesikleri oluşturur (Şekil 2).

Şekil 2. TALEN’lerin DNA’yı kesmesi: TALEN’ler genomda arzu edilen hedef bölgeyi kesmek için alt ve üst 
ipliklere bağlanacak şekilde tasarlanırlar. TALE’lerin alt ve üst ipliklere bağlanması sonucu dimerize olan 
FokI, DNA’ yı iki bağlanma bölgesi arasında kalan spacer (12-20 bp) bölgesinden keser. Dört farklı RVD dört 
nükleotidden birini tanır. 
Figure 2. DNA cleavage by TALENs: TALENs are designed as to bind upper and lower DNA strands to cut 
the DNA in target region. Binding of TALENs to both strands results in dimerization of FokI and a double 
stranded break in the spacer region (12-20 bp). Four different RVD recognizes one of each nucleotides.  
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Her biri farklı bir bazı tanıyan RVD’lerden 
oluşturulmuş TAL efektör proteinleri, 
hedeflenecek DNA dizisine göre yeniden 
oluşturulabilirler (Reyon ve ark. 2012). İsteğe 
göre tasarlanan TAL efektörlerinin inşası kolay 
değildir. TALE proteinlerindeki tekrarların 
sekansı birbirine çok benzer olduğundan PCR 
stratejisi kullanarak RVD’leri sıralı bir biçimde 
birleştirmek neredeyse imkânsızdır. Birçok grup 
TAL efektör tekrarlarını kodlayan kasetlerin 
birleştirilmesi için ligasyon temelli birleştirme 
metotları önermiştir. Bunlar arasında en popüler 
olanı Golden Gate Assembly metodudur 
(Cermak ve ark. 2011). Bu yaklaşımda TAL 
efektörü (TALE) kodlayan farklı RVD sekansları 
tek reaksiyonla birleştirilebilir (Voytas 2013). 
TALEN sisteminde kullanıcının belirlediği 
hemen hemen her sekans hedeflenebilir (Gaj 
ve ark. 2013; Joung ve ark. 2013).

Her ne kadar TALEN sisteminin spesifikliği 
oldukça yüksek olsa da TALEN kullanılarak 
genom düzenlemede hedef-dışı mutasyonların 
olabileceği rapor edilmiştir (Clasen ve 
ark. 2016). DNA’ya bağlanacak TALE 
sekanslarının belirlenmesinde hedef sekansa 
olan spesifisiteyi sağlamak ve aynı zamanda 
hedef-dışı sekanslara bağlanmayı önlemek 
için bazı web temelli programlar geliştirilmiştir. 
Bunlardan en yaygın olarak kullanılanları 
TALE–NT (https://tale-nt.cac.cornell.edu/node/
add/talen) ve E-TALEN (http://www.e-talen.
org/E-TALEN/index.html)’dir. 

TALEN sistemi DNA üzerinde istenen 
bölgeye bağlanıp çift iplik kesiği oluşturduğunda 
bu kesiğin NHEJ ya da HR tamiri ile mayada, 
bitkilerde, nematodlarda, zebra balığında, 
farelerde, insan somatik hücrelerinde ve 
pluripotent kök hücrelerde endojen genlerin 
değiştirilebileceği gösterilmiştir (Reyon ve ark. 
2012; Char ve ark. 2015).

Ekonomik öneme sahip çeşitli bitkilerde 
hastalıklara dayanıklılık kazandırılarak verimin 
artırılması için TALEN teknolojisinin kullanımı 
bilimsel çalışmalarla ortaya konulmuştur. Wang 
ve ark. (2014) poliploid bir genoma sahip olan 
buğdayda eş zamanlı olarak MLO (Mildew 
Locus O) genini her üç allelde de mutasyon 
oluşturmak suretiyle susturmuş ve bu sayede 
mildiyö hastalığına karşı bir dayanıklılık 
geliştirmiştir. Li ve ark. (2012) tarafından 
yapılan bir diğer çalışmada ise bakteriyel küf 
duyarlılık geninin promotoru hedeflenmiş ve 
patojene dirençli ve aynı zamanda TALEN 
T-DNA’sını içermeyen dolayısıyla transgenik 
olmayan çeltikler elde edilmiştir.

TALEN’ler verim artışı yanında tarım 
ürünlerinde kalitenin artırılmasında 
ve pazar payının yükseltilmesinde de 
kullanılabilmektedir. Soya fasulyesi çoklu 
doymamış yağ asitlerince çok zengindir 
ve bu yağ asitleri soya yağının raf ömrünü 
uzatmak ve oksidatif stabiliteyi geliştirmek için 
hidrojenlenir. Hidrojenlenme sırasında oluşan 
trans yağ asitleri ise insan sağlığı açısından 
sakıncalıdır. Haun ve ark. (2014) TALEN’lerden 
yararlanarak tekli doymamış yağların çoklu 
doymamış yağlara çevrilmesinde görevli iki yağ 
asidi desaturaz geninde (FAD2-1A ve FAD2-1B) 
mutasyon oluşturarak çoklu doymamış yağları 
az olan soya fasulyesi hatları elde etmişlerdir. 
Yine, çeltikte TALEN teknolojisi kullanılarak 
OsBADH2 geninin knock-out edilmesiyle 
piyasa değeri kokusuz pirinçlere kıyasla daha 
yüksek olan kokulu pirinç üretilmiştir (Shan ve 
ark. 2015).

Fitat tek mideli canlılar tarafından 
sindirilemediği için vücuttan atılan ve bu nedenle 
toprakta fosfor kirlenmesine sebep olan bir 
bileşiktir. Ayrıca bunu tüketen at gibi tek mideli 
canlılar sindirim sistemlerinde fitaz (phytase) 
aktivitesi olmadığı ya da çok az olduğundan 
bu hayvanlar fitatı sindiremeyip fosfordan 
yararlanamazlar (Dionisio ve ark. 2011). Wendt 
ve ark. (2013) TALEN sistemini kullanarak 
Gramineae familyasından olan arpada fitat 
miktarını başarılı bir şekilde azaltmışlardır. 
Çalışmada fitat geninin promotorunda 
bulunan regülatör diziler hedeflenmiş ve bu 
dizilerde delesyon oluşturarak söz konusu 
regülator dizilerin fitat geninin ekspresyonunu 
değiştirmeye ve bu mutasyonun tane gelişimine 
nasıl yansıyacağı belirlenmeye çalışılmıştır. 

Çeltik ve Brachypodium'da TALEN’lerden 
yararlanılarak gen modifikasyonları 
gerçekleştirilmiştir.   Shan ve ark. (2013)   yaptıkları 
çalışmada özellikle tahıllar ve monokotiledon 
bitkiler için bir model organizma olan 
Brachypodium’da ve çeltikte birden çok gende 
TALEN sayesinde hedeflenmiş mutagenezin 
ve gen knock-out (susturmalarının) başarılı bir 
şekilde yapılabileceğini göstermişlerdir. Lor ve 
ark. (2014) ise domateste giberellin yolağının 
negatif regülatörü olan Della proteinini kodlayan 
Procera genini (domateste bu genden bir 
tane vardır) TALEN sistemi ile hedeflemiş ve 
sonuçta Procera mutantı homozigot hatlar elde 
etmişlerdir. Dellanın fonksiyonunu kaybetmesi 
nedeniyle bitkilerin giberellic aside tepkileri 
artmış ve uzun boylu, gövdesi ince domates 
hatları elde edilmiştir.
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TALEN’lerin tarımsal değeri yüksek olan 
mısır bitkisinde etkin bir şekilde çalıştığını ise 
Char ve ark. (2015) ortaya koymuştur. Mısırda 
glossy2 (gl2) lokusunu TALEN sistemi ile 
hedefleyen araştırmacılar T1 jenerasyonunda 
TALEN T-DNA’sı içermeyen bitkiler elde 
etmişlerdir. Glossy lokusunda mutasyon 
oluşturulduğunda bu, fidelerin yapraklarında 
epikutiküler mumsu tabakanın azalması 
şeklinde fenotipe kolayca yansımaktadır.

Soğuk depoda bekletilen patateslerde 
şekerler indirgenmekte ve indirgenen şekerlerin 
serbest amino asitler ile reaksiyona girmesiyle 
kahverengi, tadı acı ve yüksek akrilamid (sinir 
sistemini etkileyen bir toksin) seviyesine sahip 
patatesler oluşmaktadır ki bu hem sağlık 
açısından hem de ticari açıdan arzu edilmeyen 
bir durumdur. Clasen ve ark. (2016) TALEN 
sistemini kullanarak soğuk depoda bekletilen 
patateslerde oluşan bu problemin önüne 
geçmeyi başarmış, yaptıkları çalışmayla şekeri 
indirgeyen proteini kodlayan VInv genini knock-
out ederek tespit edilemeyecek derecede 
indirgenmiş şeker içeren transgensiz patates 
hatları oluşturmuşlardır.

Nükleaz domaini olmayan TALE’ler gen 
ifadesinin düzenlenmesinde kullanılmaktadır. 
TALE’ler yardımıyla genlerin ekspresyonunu 
güçlendirmek, azaltılmak ya da tamamen 
durdurulabilmek mümkün olmaktadır. Bu 
amaç için kesim domaini TALEN vektörüne 
eklenmemekte, uzaklaştırılmakta veya 
inaktive edilmektedir. Bunu takiben TALE 
dizisi, transkripsiyonel aktivatörler ya da 
represörler ile birleştirilip oluşan füzyon protein, 
promotor ve çevresine bağlanacak şekilde 
düzenlendiğinde ilgili genin ekspresyonu 
kontrol altına alınabilmektedir (Baltes ve ark. 
2015).

TALEN teknolojisi CRISPR’ların maliyet ve 
kolay elde edilebilme gibi avantajlarına rağmen, 
hedef lokustaki yüksek spesifisitesi nedeniyle 
(Char ve ark. 2016)  yine de birçok araştırmacı 
tarafından tercih edilmektedir. Farklı TALEN 
yapılarının geliştirilmesi ve başka bakteri 
türlerinden doğal TALE proteinlerinin elde 
edilerek TALEN’lerin etkinliğinin artırılmasına 
yönelik çalışmalar halen devam etmektedir 
(Lee ve ark. 2016).

CRISPR’lar (Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats)

Kullanıma başlanmasıyla genom 
mühendisliği çalışmalarını oldukça hızlandırarak 
bitki biyoteknolojisinde çığır açan CRISPR’ların 

çalışma prensibi RNA aracılı nükleazlara 
dayanır (Bortesi ve ark. 2015). En yaygın 
kullanılan sistem, Streptococcus pyogenes’de 
keşfedilen CRISPR/Cas9 sistemidir (Rani 
ve ark. 2016; Nejat ve ark. 2016). CRISPR 
sistemi bakteri ve arkelerin kendi genomlarını 
korumaya yönelik bağışıklık sistemlerinin bir 
parçasıdır. Bu sistem yabancı DNA’yı sekansına 
bağlı olarak keserek, bakteri ve arkeleri istilacı 
nükleik asitlerden (virüsler gibi) korur (Jinek ve 
ark. 2012; Hwang ve ark. 2013). 

Mikroorganizmalardaki orijinal CRISPR 
sisteminde Cas9 proteinine rehberlik eden 
crRNA ve tracrRNA olmak üzere iki CRISPR 
RNA’sı bulunur. Genom düzenlemede kullanılan 
yeniden programlanmış CRISPR sisteminde ise 
crRNA’nın 3' bölgesi ile tracrRNA’nın 5' ucunun 
birleştirilmesiyle meydana getirilen sgRNA 
(single guide RNA) olarak adlandırılan tek bir 
RNA söz konusudur (Bortesi ve ark., 2015). Bu 
sayede CRISPR teknolojisinden yararlanmak 
için Cas9 olarak adlandırılan DNA endonükleaz 
ve genomda hangi bölge hedeflenecekse ona 
göre dizayn edilen 20 nükleotidlik bir RNA dizisi 
yeterli olmaktadır. Sistemin bu iki elemanının 
DNA’daki hedef bölgeye bağlanıp bir protein 
(Cas 9) – RNA (SgRNA) – DNA (genomik DNA) 
kompleksi oluşturmasıyla hedef bölgede çift 
iplik kesikleri meydana gelir (Fichtner ve ark. 
2014; Schaeffer ve ark. 2015). Hedef bölgenin 
tanınması ve Cas9/sgRNA kompleksinin 
DNA üzerinde kesim yapabilmesi için tek ön 
koşul hedef bölgenin 3' ucunda PAM ismi ile 
adlandırılmış bir NGG sekansının bulunmasının 
gerekliliğidir (Gasiunas ve ark. 2012; Mahfouz 
ve ark. 2014). CRISPR sisteminin çalışma 
mekanizması Şekil 3’ de gösterilmiştir. 

2013 yılının başlarında Cas9 sisteminin 
insan hücre kültürlerinin genom modifikasyonu 
için kullanılabileceği gösterilmesiyle CRISPR 
sisteminin diğer ökaryot organizmalarda 
kullanılabileceği de anlaşılmıştır (Schiml ve ark. 
2016). Aynı yılın Ağustos ayında ise CRISPR 
sisteminin bitkilerde kullanılabileceğini rapor 
eden 3 makale yayımlanmıştır (Bortesi ve ark. 
2015; Schiml ve ark. 2016). Bu farklı gruplar 
Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana, 
çeltik ve buğday protoplastı kullanılarak Cas9 
proteinin bitki genomunda aktif bir şekilde 
kesim yaptığını ortaya koymuşlardır (Bortesi ve 
ark. 2015; Samanta ve ark. 2016).

Bugüne kadar birçok bitkinin genomu 
CRISPR teknolojisi kullanılarak modifiye 
edilmiştir. Modifiye edilen bitki türleri arasında 
çeltik (Jiang ve ark. 2013; Zhang ve ark. 2014; 
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Sun ve ark. 2016) buğday, (Zhang ve ark. 
2016c), mısır (Svitashev ve ark. 2016), sorgum 
(Jiang ve ark. 2013), domates (Cermak ve 
ark., 2015; Pan ve ark., 2016;), patates (Wang 
ve ark., 2015; Butler ve ark., 2015), hıyar 
(Chandrasekaran ve ark. 2016), asma (Wang 
ve ark. 2016; Ren ve ark. 2016; Malnoy ve ark. 
2016), elma (Nishitani ve ark. 2016; Malnoy ve 
ark. 2016), şeker portakalı (Jia ve ark. 2014), 
limon (Jia ve ark. 2016), kavak (Fan ve ark. 
2015) soya fasulyesi (Michno ve ark. 2015), 
ketencik (Jiang ve ark. 2016), yonca (Michno 
ve ark. 2015) ve tütün (Nekrasov ve ark. 2013; 
Jiang ve ark. 2013) gibi önemli tarım ürünleri 
mevcuttur. 

Zhou ve ark. (2014) yaptıkları çalışmada 
CRISPR sistemiyle çeltik bitkisinde büyük 
delesyonlar oluşturulabileceğini gösterirken 
aynı yıl Schiml ve ark. (2014) CRISPR 
teknolojisinin bitki genomuna HR yoluyla bir 
direnç kaseti eklenebileceğini bildirmiştir. Tüm 
bu çalışmalar CRISPR sisteminin mutagenez 
oluşturma etkinliği, kesim özgüllüğü, 
kromozomal delesyonlar oluşturma ya da 
gen ekleme potansiyeli gibi özelliklerini içeren 
karşılaştırmalı veriler sağlamıştır (Bortesi ve 
ark. 2015).

CRISPR’larla yapılan başka çalışmada 
ise yine çeltikte asetolaktaz sentaz enzimini 
kodlayan ALS geni homolog rekombinasyon 
yoluyla hedeflenmiştir. Asetolaktat sentaz 
enziminin klorsulfuron ve Bispyribac-Sodyum 
(BS) gibi herbisitlerin hedefi olmasından dolayı, 
bu gende yapılan değişiklikle herbisite dirençli 
çeltik bitkileri elde edilmiştir (Sun ve ark. 2016). 
Jia ve ark. (2014) ise CRISPR sisteminin 
turunçgillerde de etkili bir genom düzenleme 

aracı olduğunu şeker portakalında CsPDS 
geninde hedef-dışı etki olmadan mutagenez 
oluşturarak kanıtlamışlardır.

Mikroalgler ileri jenerasyon biyoyakıt 
üretiminde hammadde olarak kullanılabilirler. 
Yapılan çalışmalar Chlamydomonas reinhardtii 
genomunda CRISPR aracılığıyla sitotoksisiteye 
yol açmadan knock-in ve knock-out yoluyla 
mutasyonlar yapılabileceğini ortaya koymuştur 
(Jiang ve ark. 2014; Shin ve ark. 2016).

CRISPR’dan temel biyoloji çalışmalarında 
da yararlanılmaktadır. Haşhaşta CRISPR 
teknolojisi ile metabolik yolakların manipüle 
edilebileceği gösterilmiştir (Alagöz ve ark. 
2016). Sugano ve ark. (2014) ise kara 
bitkilerinin evrimi ile ilgili çalışmalarda model 
olarak kullanılan damarsız bir bitki türü olan 
Marchantia polymorpha L.’da auxin response 
factor 1 (ARF1) geninde CRISPR sistemiyle 
mutagenez yapılabileceğini göstermiştir. Yine, 
damarsız bitkilerden Physcomitrella patens de 
CRISPR’lar kullanılarak endojen genlerin tek 
tek veya çoklu şekilde %100’e yakın bir etkinlikle 
susturabileceği gösterilmiştir (Collonier ve ark. 
2016; Lopez-Obando ve ark. 2016).

CRISPR yoluyla ürünlerin kalitelerinin 
artırılmasına yönelik çalışmalar da mevcuttur. 
Ito ve ark. (2015) yaptıkları çalışmada 
CRISPR kullanarak domateste RIN geninde 
başarıyla mutasyonlar oluşturmuşlardır. 
Meyve olgunlaşması ile ilgili olan RIN genin 
susturulması domateste raf ömrünü uzatmıştır. 

Hedef-dışı etki genom düzenleme 
çalışmalarının başlıca sorunudur (Zhang ve 
ark. 2016b; Zhang ve ark. 2016c). Bu durum 
genom modifikasyon araçlarının (her ne kadar 

Şekil 3. CRISPR sistemiyle DNA’ nın kesilmesi: Cas9 proteini (mavi renkli), sgRNA (single guide RNA) 
yardımıyla genomdaki hedef DNA sekansına yönlendirilir. sgRNA’nın yaklaşık 20 nükleotidlik kısmı 
genomdaki hedef DNA sekansı ile complimenterdir. Cas9/sgRNA kompleksinin hedef DNA’ ya bağlanması 
sonucunda Cas9, DNA’ yı hedef bölgeden keser. Hedeflenen DNA bölgesinin devamında PAM sekansın 
(yeşil renkli) (NGG) bulunması DNA’nın Cas9 tarafından kesmesi için gerekmektedir. 
Figure 3. DNA cleavage by CRISPRs: Cas9 protein is (in blue) directed to target DNA region by sgRNA 
(single is guide RNA). Approximately 20 nucleotides of sgRNA are complimentary to target DNA sequence. 
Binding of Cas9/sgRNA complex to target DNA region results in a double stranded break. Presence of PAM 
sequence (in green) (NGG) at the target region is required for Cas9 to cleave DNA. 
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genomda belli bir bölgeye göre tasarlanmış 
olsa da) genomda yanlış yere bağlanıp kesim 
yapması ve istenmeyen diğer mutasyonları 
da oluşturmasıdır. Bu yanlış kesimin nedeni 
çoğunlukla genomda hedeflenen dizinin 
sekansına benzeyen başka dizi veya dizilerin 
bulunmasıdır. Genomda böyle yanlış eşleşme 
ve akabinde yanlış kesim oluşturabilecek 
dizilerin varlığı çeşitli bilgisayar programları 
yardımıyla önceden tahmin edilebilmektedir 
(Zhang ve ark. 2016b; Zhang ve ark. 2016c). 
Bu programların kullanılabilmesindeki en 
önemli kısıt DNA’sı kesilmek istenen bitki 
türünün genomunun sekanslanmış olmasının 
gerekliliğidir. 

Üzerinde çalışılan organizmanın tam 
genom dizisi biliniyorsa BLAST uygulaması 
ile olası non-spesifik dizilerin genomda varlığı 
ve sıklığı belirlenebilir (Jia ve ark. 2014; 
Nejat ve ark. 2016). Bu sıklığı belirlemek için 
bilim insanları tarafından değişik algoritmalar 
geliştirilerek web tabanlı bilgisayar programları 
oluşturulmuştur. CRISPR için en yaygın olarak 
kullanılan programlardan ikisi CRISPR-P 
(http://cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/CRISPR) ve 
CRISPR-DESIGN’dır (http://crispr.mit.edu/). 

Hedef-dışı etkinin rapor edildiği ve CRISPR 
sisteminin spesifikliğini sorgulayan raporlar 
olduğu gibi hedef-dışı etkinin görülmediği 
çalışmalarda rapor edilmiştir (Ceasar ve 
ark. 2016; Pan ve ark. 2016). Oluşan hedef-
dışı aktivite organizmadan organizmaya 
değişmektedir (Pan ve ark. 2016). CRISPR 
sisteminin çalışma mekanizmasından 
kaynaklanan hedef-dışı aktiviteyi azaltmak için 
birçok farklı yol önerilmiştir. Yirmi nükleotidden 
kısa sgRNA kullanmak, her biri tek iplik kesiği 
oluşturan ikili Cas9 nickase kullanmak bu 
yollara örnek olarak verilebilir (Lawrenson 
ve ark. 2015; Paul ve ark. 2016; Rani ve ark. 
2016).

CRISPR sisteminin en önemli 
avantajlarından biri, tek bir sgRNA ile homolog 
genlerin eş zamanlı susturulabilmesidir (Endo 
ve ark. 2015; Zhang ve ark. 2016b). Diğer 
yandan, çoklu sgRNA’lar içeren Cas9/sgRNA 
ekspresyon vektörlerinin kullanılmasıyla bir 
gen ailesi üyelerinin görev aldıkları yolaklardaki 
fonksiyonları incelenebilir (Xing ve ark. 2014; 
Zhang ve ark. 2016b; Zhang ve ark. 2016d).

Cas9 ve sgRNA’nın hücre içerisine protein 
ve RNA olarak yollanabilmesi sayesinde GDO 
(Genetiği Değiştirilmiş Organizma)’lardaki 
endişenin temel nedenlerinden biri olan, 

organizmalar arası gen aktarımı ve 
bunun getireceği muhtemel sorunların 
önüne geçilebileceği yapılan çalışmalarla 
gösterilmiştir. Woo ve ark. (2015) CRISPR 
sistemiyle Arabidopsis, tütün, marul ve 
çeltikte yaptıkları çalışmada Cas9 proteini ve 
sgRNA’yı direkt olarak PEG (polietilen glikol) 
varlığında bitki protoplastlarına göndermiş 
ve %46’ya varan oranlarda hedeflenmiş 
mutagenez yapılabileceğini rapor etmişlerdir. 
Benzer şekilde Cas9-sgRNA ribonükleoprotein 
kompleksini biolistik yolla mısır embriyolarına 
gönderen Svitashev ve ark. (2016), bu 
embriyolardan rejenere olan bitkilerde 
hedeflenen mutasyonlar gözlemlemiştir. Her 
iki çalışmayla da istenen modifikasyonu içeren 
ama yabancı DNA’sız ve markörsüz bitkilerin 
elde edilebileceği gösterilmiştir. İlerideki 
bölümlerde de bahsedileceği üzere bu şekilde 
gerçekleştirilen transformasyonda genoma 
entegre olabilecek rekombinant bir DNA 
kullanılmadığı için elde edilmiş bitkiler GDO 
yönetmeliğinden muaf tutulabilir.

Daha kesin ve etkili genom düzenleme 
için CRISPR teknolojisinin optimizasyonuna 
yönelik çalışmalar devam etmekte olup, 
CRISPR sistemi kullanılarak yapılan genom 
mühendisliği çalışmalarına her gün bir yenisi 
eklenmektedir.

ZFN, TALEN ve CRISPR Sistemlerinin 
Karşılaştırılması

CRISPR ile kıyaslandığında, ZFN ve 
TALEN’ leri dizayn etmek ve hazırlamak hem 
zor hem zaman alıcıdır (Fichtner ve ark. 
2014). Özellikle ZFN konstraktlarının manipüle 
edilmelerinin zor ve pahalı olması (Schiml ve 
ark. 2016) bitkiler dâhil birçok organizmada 
kullanımını kısıtlamıştır. TALEN’lerin 
oluşturulması ZFN’lere kıyasla kolay olmakla 
birlikte, yine de deneyim istemektedir (Ma ve 
ark. 2016). 

CRISPR vektörlerinin hazırlanmasının 
kolaylığı yanında, Cas9 nükleazın kesim 
yapabilmesi için dimerize olmasına ihtiyaç 
olmaması bu sistemin önemli avantajları 
arasında yer almaktadır. Cas9 hedef DNA’yı 
ona rehberlik eden sgRNA ile hedef dizi 
arasındaki Watson-Crick baz eşleşmesine göre 
tanımaktadır (Ding ve ark. 2016). Bu sayede 
ZFN ve TALEN’lerde olduğu gibi iki ayrı yapının 
hazırlanmasına ihtiyaç duyulmamaktadır. 

Maliyetlerine bakıldığında ZFN ve TALEN 
sistemleri CRISPR sistemine göre daha 
pahalıdır (Ceasar ve ark. 2016). Protein 
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dizaynının ve sentezinin zorluğu ZFN ve 
TALEN’lerin rutin olarak kullanılmalarını 
engellemiştir. Oysa CRISPR da farklı bir 
hedef için sadece 20 nükleotidlik bir sgRNA 
modifiye edilmesi yeterli olup, yoğun bir iş gücü 
gerektirmemektedir (Samanta ve ark. 2016). 
Hedef-dışı etki oranı en düşük olan teknoloji 
TALEN’dir. Fakat ZFN ve CRISPR sistemlerinin 
de hedef spesifiteleri arttırılabilir (Kumar ve ark. 
2014; Fichtner ve ark. 2014).

CRISPR teknolojisinin avantajları ve 
uygulama alanları maddeler halinde aşağıdaki 
şekilde özetlenebilir;

a)	 CRISPR ile birden fazla sgRNA 
kullanılarak eş zamanlı olarak genomda birden 
fazla gen hedeflenebilir (multiplex genome 
engineering). (Cong ve ark. 2013; Wang ve ark. 
2015a Schaeffer ve ark. 2016; Weeks ve ark. 
2016; Zhang ve ark. 2016d).

b)	 CRISPR sistemiyle organizmanın 
genomunda delesyonlar oluşturulabilir (Zhou 
ve ark. 2014; Jia ve ark. 2014).

c)	 CRISPR sistemiyle bitki genomunda 
istenen bir bölgeye HDR (Homology Directed 
Recombination) yoluyla DNA fragmanı eklemek 
mümkün olmakla birlikte (Schiml ve ark. 2014), 
bunun başarıldığı çalışma sayısı çok azdır (Ma 
ve ark. 2016). Rapor edilen yayınlarda daha 
çok bitkinin kendi genomunda bulunan bir genin 
tahrip edilerek susturulmasına çalışılmıştır.

d)	 Organizmanın genomunda CRISPR 
sistemiyle daha ilk jenerasyonda, herhangi bir 
değişikliğe uğramadan sonraki jenerasyonlara 
aktarılabilen biallelik sağlanabilir, heterozigot 
ve homozigot mutasyonlar oluşturulabilir 
(Zhang ve ark. 2016c). Bu durum özellikle 
üreme döngüsü uzun olan odunsu bitkilerde ilk 
jenerasyonda fenotipik mutasyon elde etmeyi 
mümkün kılar (Ma ve ark. 2016).

e)	 CRISPR sistemi bitkilerde verim, yapı, 
besin maddesi kullanımı, hastalıklara direnç ve 
stres koşullarına adaptasyon gibi özelliklerin 
genetik ıslahında kullanılabilir. Buğdayda 
TALEN’lerle de gösterildiği gibi TaMLO 
homologlarının (A, B ve D genomlarında) 
eş zamanlı knock-out edilmesi ile mildiyö 
hastalığına dirençli buğday üretilmiştir (Ma ve 
ark. 2016; Schaeffer ve ark. 2016).

f)	 CRISPR teknolojisi bitkilerde 
metabolik ve gelişimsel yolaklarda görevli 
genlerin anlaşılması için de kullanılabilir. 
Örneğin, fotosentezin iki anahtar proteini olan 
magnezyum şelat subunit I (CHLI) genleri, 

CHLI1 (At4g18480) ve CHLI2 (At5g45930) eş 
zamanlı olarak susturulmak üzere hedeflenmiş 
ve sonuçta albino bitkiler elde edilmiştir. 
Böylelikle enzimlerin klorofil biyosentezindeki 
rolleri anlaşılmasının önü açılmıştır (Mao ve 
ark. 2013; Weeks ve ark. 2016).

g)	 CRISPR sistemi bitkilerde metabolik 
yolakları manipüle etmek için kullanılabileceği 
gibi bu sistemle gen ekspresyonu da kontrol 
edilebilir (Qi ve ark. 2013; Alagöz ve ark. 2016).

h)	 CRISPR sistemi DNA metilasyonuna 
duyarsız olduğu için epigenetik regülasyon 
altındaki genomik bölgeler de düzenlenebilir 
(Lowder ve ark. 2015).

Yeni Nesil Genom Düzenleme Araçları 
ile Elde Edilen Bitkilerin Doğaya Salınımı ve 
Tüketimi ile İlgili Düzenlemeler 

ZFN, TALEN ve CRISPR ile elde edilen 
bitkilerin GDO olarak sayılıp sayılmayacağı, 
dolayısıyla bu tekniklerle elde edilen ticari 
varyetelerin doğaya salınımı ve tüketiminde 
GDO’lara uygulanan denetimlerin uygulanıp 
uygulanmayacağı dünyadaki pek çok 
düzenleme kuruluşunun gündemini yoğun 
olarak işgal eden bir sorudur. Bu sorunun 
çözüme ulaştırılması yönünde ülkeler 
farklı yaklaşımlar benimsemekle birlikte 
düzenlemelerde temel olarak iki yaklaşım ön 
plana çıkmaktadır (Voytas ve Gao 2014; Araki 
ve Ishii 2015; Wolt ve ark. 2016).

İlk yaklaşımda yeni varyetelerin elde 
edilmesinde hangi tekniklerin kullanıldığı göz 
önünde bulundurulmaktadır. Bu yaklaşıma 
göre eğer yeni varyetelerin elde edilmesinde 
bitkiye nükleik asitler transfer edilmişse ya da 
rekombinant DNA teknolojileri kullanılmışsa 
bu yolla elde edilen bitkiler için düzenleme 
mekanizması devreye sokulmaktadır. Bu 
düzenlemelerin (mevzuatın) uygulanmasında 
FAO gibi uluslararası kuruluşlar tarafından 
hazırlanmış olan ya da Cartagena 
Biyogüvenlik Protokolü gibi anlaşmalarda 
yer alan tanımlamalar ve yönetmelikler 
esas alınmaktadır. Uygulanan tekniğe göre 
düzenlemeleri temel alan bu yaklaşım Avrupa 
Birliği, Arjantin, Brezilya ve başka birkaç ülke 
tarafından daha benimsenmiştir (Voytas ve 
Gao 2014; Wolt ve ark. 2016).

İkinci yaklaşımda ise uygulanan teknikten 
çok ortaya çıkan ürünün sahip olduğu risklere 
yani, meydana getirilen yeni özelliğin potansiyel 
riskine ve bu özelliğin insan sağlığına ve doğaya 
zarar verip vermeyeceğine odaklanılmıştır. 
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ABD ve Kanada ürün temelli bu ikinci yaklaşımı 
benimsemiştir ve düzenlemelerini bu çerçevede 
yapmaktadır (Voytas ve Gao 2014; Wolt ve ark. 
2016).

Bu noktada NHEJ ile elde edilmiş bitki 
varyeteleri ile ilgili sorunların çözümü nispeten 
daha kolay gözükmektedir. Çünkü yeni nesil 
genom düzenleme teknikleri ile DNA’da 
oluşturulan mutasyonlar doğal olarak oluşan 
ya da kimyasallar ve X ya da gama ışınlarıyla 
oluşturulan mutasyonlardan herhangi bir 
şekilde farklılık arz etmemektedir. Ayrıca 
bu yolla gerçekleştirilen mutasyonlar daha 
kontrollü olmakta, ıslah da daha az zaman 
almaktadır (Araki ve Ishii 2015). Dahası 
NHEJ ile oluşturulan modifikasyonlar ZFN, 
TALEN ve CRISPR’ların hücrede geçici olarak 
(transiently) ifade edilmesiyle oluşturulabileceği 
için bitki genomuna herhangi bir DNA’nın 
entegrasyonuna ihtiyaç da duymamaktadır. 
Vektörler hücreye aktarılıp ZFN, TALEN veya 
CRISPR’lar sitoplazmada ifade edildikten 
sonra bu vektörler hücre içinde parçalanmakta 
ve genoma entegre olmadan kaybolmaktadırlar 
(1). Vektörler genoma entegre olsalar bile 
çoğunlukla modifikasyonun yapıldığı lokusla 
bağlantılı olmayan bir lokusa entegre 
olmakta ve segregasyon neticesinde ZFN, 
TALEN ve CRISPR genlerini içermeyen fakat 
genomlarında halen modifikasyon yapılan 
bölgeyi taşıyan bitkiler elde edilebilmektedir 
(2). Hedef lokusta gerçekleştirilen bu 
mutasyonlar ZFN, TALEN ve CRISPR’ların 
viral vektörler içerisinde geçici olarak ifade 
edilmesiyle (3) ya da bunların hücre içine 
mRNA ya da protein olarak aktarılmasıyla da 
oluşturulabilir (4). Protein olarak aktarılma 
olanağı ilk yaklaşımdaki nükleik asit olarak 
aktarılma yaklaşımındaki kısıtlamayı baypas 
ettiği için özellikle ilgi çekici bir teknik olarak 
öne çıkmaktadır. Proteinler nükleik asitler 
gibi sonraki nesillere aktarılmayacağından 
ZFN, TALEN ve CRISPR’ların protein 
olarak aktarılması hâlihazırda kullanılan 
standart mutajenlerin kullanımından çok 
farklı değildir (Voytas ve Gao 2014). Çoğu 
ülkedeki düzenleme kuruluşları (Kanada gibi 
istisnalar hariç) basit nokta mutasyonlarını ve 
mutagenezle elde edilen bitkilerin GDO’larla 
aynı kategoride değerlendirilmemesi gerektiğini 
düşünmektedirler (Wolt ve ark. 2016).

Bitkilerde HR yoluyla meydana getirilecek 
düzenlemelere bakış açısı NHEJ’den 
farklılık arz etmektedir. HR ile yapılacak 
düzenlemelerde genomdaki hedef lokusta tek 

bir nükleotidlik bir değişiklik yapılacak olsa bile 
kalıp (template) olarak nükleik asitlerin hücre 
içine aktarılması gerekecektir ki bu birinci 
kategoride yer alan kullanılan teknik temelli 
düzenleme kurallarını devreye sokacaktır. 
Bazı bilim insanları başka bir varyetedeki aynı 
sekansa sahip ortolog bir genin kullanılması 
ya da yabani çeşitlerdeki hastalık genlerinde 
tanımlanan birkaç nükleotidlik değişikliklerin 
HR yoluyla aktarılması ve hassas varyetelerin 
dayanıklı hale getirilmesi gibi uygulamalarda 
bu bitkilerin GDO’lar için uygulananlardan farklı 
düzenleme mekanizmalarına tabi tutulmalarının 
gerekliliğine dikkat çekmektedirler (Voytas ve 
Gao 2014; Araki ve Ishii 2015; Wolt ve ark. 
2016).

ZFN, TALEN ve CRISPR ile elde edilen 
bitkilere yeni kurallar uygulanması yönünde 
kararlar Arjantin, Avusturalya, Avrupa Birliği 
Yeni Zelanda’da ya alınmış ya da alınması 
düşünülmektedir (Araki ve Ishii 2015). ABD 
Tarım Bakanlığı (USDA) ZFN’ler yoluyla NHEJ 
uyarılarak yapılan değişikliklerinin kendileri 
tarafından denetlenmesine gerek olmadığını, 
TALEN ve CRISPR’ların yakın gelecekte 
bitkilere yeni özellikler kullanımında artan 
bir şekilde kullanılacağını yönünde görüş 
belirtmiştir. USDA bu konuda FDA (Amerikan 
Gıda ve İlaç İdaresi) ile geniş çerçeveli 
çalışmalar yürütmektedir. ABD’de GDO’lara 
uygulanan, yıllık masrafı 35 milyon doları bulan, 
süresi 5,5 yıla kadar sürebilen izin işlemlerinin 
yeni nesil genom düzenleme teknikleriyle elde 
edilecek bitkiler söz konusu olduğunda daha 
kısa ve az masraflı olacak olması nedeniyle 
ABD’deki tarımsal biyoteknoloji şirketlerinin 
yeni nesil genom düzenleme tekniklerini hızlıca 
benimseyecekleri öngörülmektedir (Voytas ve 
Gao 2014; Wolt ve ark. 2016).

AB ise sınırları içerisinde GDO’ların ekimine 
izin vermemenin yanı sıra yeni nesil genom 
düzenleme teknikleriyle elde edilen bitkilerin 
üretilmesine de temkinli yaklaşmaktadır. 
Avrupalı bilim insanları bu durumun Avrupa’yı 
ıslah ve tarımsal üretim konusunda dezavantajlı 
bir noktaya getirebileceği konusunda görüş 
belirtmekte ve yeni nesil genom düzenleme 
teknikleriyle elde edilen bitkiler için mevcut 
düzenlemelerin değiştirilmesi gerektiğine 
dikkat çekmektedirler (Heap 2013; Hartung ve 
Schiemann 2014).

Türkiye’de yeni genom düzenleme 
teknikleriyle elde edilen bitki varyeteleri için 
özel bir mevzuat henüz mevcut değildir. ZFN, 
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TALEN ve CRISPR ile elde edilen bitkilerin 
üretimi, salınımı ve kullanımı tıpkı GDO’larda 
olduğu gibi 13 Ağustos 2010 tarihli Resmi 
Gazete de yayınlanan “Genetik Yapısı 
Değiştirilmiş Organizmalar ve Ürünlerine Dair 
Yönetmelik” ile düzenlenmektedir. Bu haliyle 
Türkiye’ deki uygulama, ilk yaklaşım şeklindeki 
düzenlemeyle ve dolayısıyla AB ile paralellik 
arz etmektedir.

Sonuç

İklim değişikliği, tatlı su kaynaklarının 
ve tarım yapılabilir alanların azalması gibi 
olumsuzluklara rağmen dünya nüfusu her 
geçen gün katlanarak artmaya devam 
etmektedir. 1980’ler itibariyle yeşil devrimin 
sonuna gelindiği, gen aktarımı yoluyla 
bitkiler ve hayvanlarda verim artışını 
hedefleyen biyoteknoloji devriminin de 
sınırlarının zorlandığı günümüzde, mevcut 
ıslah yöntemleriyle artan dünya nüfusunu 
beslemeye yetecek kadar tarımsal ürünün 
elde edilmesi oldukça güçleşmiştir. Yanı 
sıra, gen aktarılarak yapılan iyileştirmeler 
sonucunda elde edilen ürünlerin tüketimi ile 
ilgili olarak toplumun endişeleri de tam olarak 
giderilememiştir.

Üçüncü devrim olarak niteleyebileceğimiz, 
yeni nesil genom düzenleme tekniklerinin bitki 
ıslahında kullanımı, klasik ıslah yöntemleri 
ve hâlihazırda kullanılan biyoteknolojik 
yöntemlere göre daha hızlı, ucuz ve güvenli 
bir alternatif sunmaktadır. Bu yöntemler, verim 
ve kalitenin artırılması, hastalıklara, zararlılara 
ve abiyotik streslere dayanım sağlamak için 
genomda yapılmak istenilen düzenlemelere 
herhangi bir gen aktarımına gerek kalmaksızın 
imkân vermektedir. Nükleotid seviyesinde 
yapılabilecek bu genetik değişiklikler 
sayesinde, seleksiyon, geri-melezleme gibi 
yoğun emek gerektiren işlemler için gereken 
zaman ve paradan da büyük ölçüde tasarruf 
sağlanabilecektir. 

Yeni nesil genom düzenleme 
tekniklerinin kısa bir geçmişe sahip oldukları 
düşünüldüğünde, yüksek bir geliştirilme 
kapasitesine ve ıslah alanında da oldukça 
geniş bir yenilik potansiyeline sahip oldukları 
aşikârdır. Bu tekniklerle elde edilen bitkilerden 
elde edilen ürünlerin, genetiği değiştirilmiş 
organizmalardan (GDO) farkının anlaşılıp 
güvenirliklerinin onaylanmasıyla, toplum 
tarafından kabul göreceği, herhangi bir endişeye 
meydan vermeyecek şekilde tüketimlerinin 
önünün açılacağı düşünülmektedir. 
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