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Viroidlerde Cogalma (Replikasyon)
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Ozet

Viroidler cok sayida tarimsal bitkide énemli diizeyde Grin kayiplarina neden olabilen
dusitk molekdl agirhgina sahip tek zincir seklindeki RNA molekdlleridir. Viroidlerin bir
kismi bitkilerde belirti olusturmadan bulunurlarken, bazi viroidlerin enfekte ettigi
bitkilerde cucelik, yaprak, cicek ve meyvelerde lekeler, sekil ve renk bozulmalari, dal
ve gbvdede gukurluklar, sisme ve zamklanma, gelisme geriligi, sararma, ¢alilagsma ve
6lim gibi simptomlara neden oldugu gdértlmektedir. Bugline kadar saptanan viroid
kdkenli etmenler genel olarak Pospiviroidae ve Avsunviroidae adl iki familya
icerisinde kimelenmis durumdadir. Bu familyalardaki viroidlerin molekdler yapilari,
konukcu dizinleri, tasinma sekilleri ve diger bazi 6zellikleri ayrintili olarak ortaya
konulmustur. Buna karsin, viroidlerin hem klclk olmalari ve hem de protein kodlama
yeteneklerinin  bulunmayigi nedenleriyle ¢ogalmalari (replikasyonlarl) tamamen
konukgu hlcreye bagimli olmaktadir. Degisik genom yapisina sahip Pospiviroidae ve
Avsunviroidae familyasi Gyeleri ¢ogalmalarn (replikasyon) yéninden farkl bicimde
davraniglar géstermektedirler. Bu farkliliklar; viroidlerin hicresel lokalizasyonlarini,
cogalma sekillerini, cogalmada gbérev alan enzimleri (kendi kendine kesimi regule
eden ribozimler dahil) ve replikasyonda gérev alan spesifik RNA dizilerini (motiflerini)
kapsamaktadir. Bu makalede, adi gegen iki familya icinde yer alan viroidlerin
cogalmalari, replikasyon yerleri ve mekanizmalari dikkate alinarak karsilastirmal bir
bicimde sunulmaktadir.

GiRIS

Daha Onceleri bir virisin neden oldugu diastnllen Patates i§ yumru hastaliginin
etmenini antmak ve bazi &zelliklerini belilemek amaciyla 1967 yilinda yapilan
calismalar sirasinda; etmenin disik bir ¢okelti katsayisina sahip oldugu, ribonikleaz
enziminden etkilenmesine karsin deoksiribonlikleaz enzimi ile fenol, kloroform, butanol
ve etanol uygulamalarina karsi reaksiyon vermedigi goéralmustir. Bu Ozellikleri
nedeniyle, adi gecen etmenin nikleotid sayisi az ve serbest bir ribonUkleik asit (RNA)
molekili oldugu sonucuna varimistir. Fiziksel ve kimyasal O&lgltleri ortaya
konuldugunda, Potato spindle tuber viroid (PSTVd) olarak adlandirilan bu etmendeki
gibi distk molekul agirhdina sahip olan ve protein kilif icermeyen enfeksiydz RNA’leri,
protein kilifa sahip olduklari bilinen virlislerden ayirt edebilmek igin viroid teriminin
kullaniimasi énerilmistir (1-3).
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Daha sonra, 1972 yilinda Citrus exocortis viroid (CEVd) ve 1973 yilinda ise
Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) adli etmenlerin bitki patojenleri arasinda viroid
olarak tanisi yapilmistir. Ginimize dek nikleotid dizisi ve yapisi karakterize edilen
30’'un Uzerinde viroid tlrl genelde Pospiviroidae ve Avsunviroidae adl iki familya
icinde yer almaktadir (4-6).

VirUslerle kiyaslandiklari zaman viroidlerin;

o daha klgUk boyutta genoma sahip olmasi,

o herhangi bir protein molekilini kodlama 6zelliginin olmamasi,
o belirli kogullarda ribozim etkinliginin bulunmasi,

o hicresel RNA'ni kullanarak ¢odalmasi

gibi farkliliklarin oldugu gértlmektedir.

Viroidler yalnizca yUksek bitkilerde enfeksiyon olusturmaktadirlar. Viroidlerin bir kismi
bitkilerde hicbir belirti olusturmazken ya da ¢ok az diizeyde bir zarara neden olurken,
bazi viroidler tehlikeli ve tahripkar bitki hastaliklarinin gelismesinde énemli sorumluluklar
ustlenmektedir. Viroidlerin diinyada bir¢ok Ulkede 6zellikle patates, domates, patlican,
serbetciotu, Hindistan cevizi, avokado, turuncgiller, asma, seftali, elma, armut,
krizantem ve bazi sus bitkileri basta olmak Ulzere ¢ok sayida bitki tlriinde bulundugu ve
6nemli dizeyde ekonomik kayiplara neden olabildigi belirtiimektedir (7-9).

En klguUk viroid olma &zelligine sahip olan Coconut cadang cadang viroid (CCCVAd)
adli etmenin enfeksiyonu nedeniyle 1926-1982 yillari arasinda yaklasik olarak 30
milyon Hindistan cevizi agacinin 6ldigu ve bu viroidin yalnizca Filipinlerde her yil
500.000 agacin 6lmesine neden oldugu bildiriimektedir (10). Avocado sunblotch
viroid (ASBVd) ile enfekteli olan bitkilerin % 27 ile 95 arasinda degisen oranda daha
az meyve olusturduklari ve bu meyvelerin % 50’den fazlasinda ise kalitenin iyi
olmadigi ifade edilmektedir (11, 12). Hop stunt viroid (HSVd)nin 1968 yilinda
Japonya’da serbetgiotu vyetigtirilen alanlarin  %17’sinde  bulundugu, bazi
plantasyonlarda enfekteli bitki sayisinin %60 dizeyine ulastigi ve verim kaybinin ise

o

% 60 ile 75 arasinda degistigi agiklanmaktadir (13).

Viroidlerin konukgu dizini genigligi yoninden farkliliklar gésterdigi gdértlmektedir.
Genel olarak, Avsunviroidae familyasindaki viroidlerin Pospiviroidae familyasinin
dyesi olan ¢ok sayida viroidden daha az ve sinirh sayida bir konukgu dizinine sahip
olduklari belirtiimektedir (6, 7).

Viroidler genel olarak bitkilerde virus hastaliklari ile benzerlik gésteren belirtiler ortaya
koymaktadirlar. Viroidlerin bitkilerde neden olduklar belirtilerin, bazen fizyolojik
stress faktbrlerinden kaynaklanan simptomlarla karistinimasi da séz konusu
olmaktadir. Viroidlerin konukcularinda ortaya koyduklari belirtiler bitki tari ve
cesidine, viroidin irkina ya da varyantina, ortam kosullarina, bitkilerin beslenme
dengesine ve bitkilerde viroidlerin tek basina veya birlikte bulunma durumlarina gére
degiskenlik gdstermektedir. Clcelik ya da bodurlagsma birgok viroid hastaliginin en
belirgin simptomudur. Clicelik yaprak boyutunda azalma ve nodyumlarin kisalmasi
olarak tanimlanmaktadir. Viroidlerin bitkilerde ortaya koyduklar cicelik disindaki
diger belirtiler arasinda; yaprak, cicek ve meyvelerde lekeler, sekil ve renk
bozulmalari, dal ve gdvdede cukurluklar, sisme ve zamklanma, bitkide gelisme
geriligi, sararma, c¢allasma ve 06lUm bulunmaktadir (7). Bazi viroidlerin dogal
konukcgularinda herhangi bir belirti olusturmadan bulunabildikleri saptanmistir.
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Bu tip simptomsuz bitkilerin viroid enfeksiyonunun baslamasinda inokulum gérevini
dstlenmeleri agisindan énemi vardir.

Bugun viroidler ekonomik 6nemi olan c¢ok sayida hastalia neden olmalar ve
enfeksiy6z hastalik etmeni olarak en kiiclk patojen grubunu olusturmalari nedenleriyle
de ayn bir ilgiye sahiptirler. Kilif proteinine sahip virGslerin ¢ogunun bitki icinde
hicreden hicreye yavas hareket etmesine karsin, viroidlerin konukgu icinde hizh
hareket ettikleri ve floemde oldukga cabuk ilerleyebildikleri agiklanmaktadir.

Viroidlere y6nelik olarak merak edilen konularin basinda, konukgu hiicre igcinde nasil
cogaldiklar gelmektedir. Zira, bu alanda ulasilacak olan bilgiler ve bulgular onlarla
yapilacak micadelede énemli ip uclari edinmeyi saglayacaktir.

Viroidlerin Cogalma Mekanizmalari

Buglne kadar saptanan viroid kdkenli etmenler genel olarak iki familya igerisinde
kiimelenmis bulunmaktadir. Bunlarin ilki, temsili GOyesi Potato spindle tuber viroid
(PSTVd) olan Pospiviroidae familyasidir. Bu familya Gyelerinin genomlarinda merkezi
korunmus bélge (Central Conserved Region, CCR) bulunmaktadir. Uyelerinin ¢codu
hiicre icerisinde cubuk seklinde ikincil yapi olusturmaktadir. Digeri ise, grubu temsil
eden Uyesi Avocado sunblotch viroid (ASBVd) olan Avsunviroidae familyasidir. Bu
familya Oyelerinin genomlarinda CCR bulunmamakta, ancak her iki polaritedeki
(pozitif ya da negatif) grup Gyeleri ceki¢c bash ribozim olusturma yetenegine sahip
bulunmaktadir. Bu familyadaki Gyeler hlicre igerisinde dallanmig kire ya da tamamen
dallanmis ikincil yapi olusturma 6zelligine sahiptirler (7).

Viroidlerin hem kigik olmalari ve hem de protein kodlama yeteneklerinin
bulunmayisindan 6tard replikasyonlari tamamen konukgu hicreye bagdimhdir. Ayri
genom yapisina sahip Pospiviroidae ve Avsunviroidae familyasi Uyeleri farkli
replikasyon davranislari sergilemektedirler. Bu farkhliklar viroidlerin hicresel
lokalizasyonlarini, replikasyon sekillerini, replikasyonda gérev alan enzimleri (kendi
kendine kesimi regule eden ribozimler dahil) ve replikasyonda gérev alan spesifik
RNA dizilerini (motiflerini) kapsamaktadir (Cizelge 1) (14).

Cizelge 1. Pospiviroidae ve Avsunviroidae familyalari Gyelerinin temel 6zellikleri (14)

Ozellik Pospiviroidae Avsunviroidae
ikincil yapisi Gubuk sekilli Dallanmig kire yada tamamen
dallanmisg ikincil yapi
Genom Uzerindeki Var (CCR, TCH veya Yok
korunmus diziler TCR)
Replikasyon yeri Cekirdek Kloroplast
Replikasyon sekli Asimetrik cogalma sekli Simetrik cogalma sekli
Replikasyon enzimleri | DNA’ya bagimli RNA Cekirdekte-kodlu (klorplastik
polimeraz enzimi DNA polimeraz ve/veya
kloroplasta kodlanan RNA
polimeraz
Kesim Kendi kendine kesim Cekic basi seklindeki RNA
bdlgesi icermez yapilari yardimi ile kendi
kendine kesim
Konukgu sayisi Orta Az
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Cogalmadaki bu farkliliklardan ilki, Pospiviroidae ve Avsunviroidae familyasi
dyelerinin farkli hicresel organellerde replike olmalaridir. In situ hibridizasyon ve
hicre kesiti ¢calismalari Pospiviroidae familyasi Uyelerinin nikleusta, Avsunviroidae
familyasi Uyelerinin ise kloroplastlarda ¢ogaldiklarini ortaya koymustur (14, 15).

ikinci farklilik ise, replikasyon seklinde ortaya cikmaktadir. Her ne kadar adi gecen iki
familyanin Oyeleri yuvarlanan ¢ember (rolling circle) modeli ile ¢ogalsalar da
Pospiviroidae familyasi Gyeleri bu model icerisinde asimetrik, Avsunviroidae Gyeleri
ise simetrik sekilde cogalmaktadir (14). Pospiviroida€’lerde pozitif (+) polariteli
sirkiler viroid RNA’nden ilk olarak bir viroid Gnitesinden daha uzun (oligomerik)
negatif (-) polariteli RNA’lerin sentezi gerceklesmektedir. Olusan (-) polariteli RNA’ler,
yine bir viroid Unitesinden daha uzun (oligomerik) (+) polariteli RNA’lerin sentezi igin
kalip RNA (replicative intermadiate, RI) gérevi gérmektedirler. RI'lerden olusan (+)
polariteli oligomerik RNA'ler daha sonra enzimatik olarak bir viroid Gnitesi
blayukligindeki moleklllere (monomerik) kesilmektedir. Olusan (+) polariteli dogrusal
(linear) sekilli monomerik viroid RNA’leri daha sonra ligasyon ile sirkile olmaktadir

(Sekil 1).

Avsunviroida€'lerde ise sirkller (+) polariteli viroid RNA’inden, linear (-) polariteli
oligomerik RNA molekilleri sentezlenmektedir. Olugsan (-) polariteli oligomerik RNA
daha sonra viroid Unitesi blyUkligundeki parcalara bélinmekte ve sirkile olmaktadir.
Sirkller (-) polariteli RNA’ler, (+) polariteli linear oligomerik RNA’lerin olusumu igin
kalip gorevi gérmektedir. Bu kaliptan sentezlenen (+) polariteli linear oligomerik
RNA’ler ise enzimatik olarak viroid Gnitesi bUyUkliginde olan monomerlere
kesilmekte ve sirkile olmaktadir (14, 15) (Sekil 2).

Uglincli farklilk ise, Pospiviroidae ve Avsunviroidae familyasi (iyeleri RNA’lerinin
transkripsiyon, enzimatik kesim ve ligasyon adli asamalardan olusan
replikasyonlarinda farkli enzimlerin ve bazi ribozimlerin gérev almasidir. Ornegin,
cekirdekte sentezlenen DNA’ne bagimh RNA polimeraz enzimi Il (Pol Il) PSTVd ve
diger Pospiviroidae familyasi Uyelerinin transkripsiyonu icin elzemdir (16). SirkUler (+)
polariteli PSTVd RNA’'nde transkripsiyonun basladi§i baz yakin zamanda molekiil
tzerindeki 359. urasil (U359) ya da 1. sitozin (C1) olarak tespit edilmigtir. Ancak, (-)
polariteli RNA kalibinda transkripsiyonun basladigi yer hendz tespit edilememisgtir.
Viroid genomunun sol u¢ bélimdeki replikasyonu baglatma yerine ek olarak viroid
RNAsi Uzerindeki iki adet GS kutusunun da PSTVd’nin transkripsiyonunda rol aldigi
belirlenmigtir.  Avsunviroidae familyas:i (yelerinin kloroplastlarda gergeklesen
transkripsiyonlarinda ise, iki polimeraz enzimi gbrev almaktadir. NuOkleusta
sentezlenen DNA’ne bagimh RNA polimeraz enzimi (NEP) 6zellikle ASBVd ve
PLMVd adli viroidlerin transkripsiyonunda, plastidlerde sentezledigi DNA’ne bagiml
RNA polimeraz enzimi (PEP)’nin ise sadece PLMVd'nin transkripsiyonunda gérev
aldigi tespit edilmistir. ASBVd’de transkripsiyonun basladidi yerin (+) ve (-) polariteli
RNA ipliklerinde sirasiyla U121 ve U119 oldugu saptanmistir (Sekil 3). PLMVd’'nde
(+) ve (-) polariteli RNA iplikleri icin bu konum sirasiyla A50 ve C51 ile U248 olarak
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tespit edilmigtir. Bunlardan ilk ikisi viroidin ikincil yapisi tGzerinde sol u¢ bdlgede yer
alan halka icerisinde, digeri ise PLMVd’nin replikasyon esnasinda kendi kendine
kesim bélgesi (self-cleavage site)’ne yakin bir yer olan viroid molekdlinin korunmus
bdlgesinde yer almaktadir (17, 18).

— (+) polariteli sirkiler viroid RNAsiI

o

)
Pozitif (+) polariteli sirktler viroid RNA’sindan bir
—_— viroid Unitesinden daha uzun (oligomerik) negatif
(-) polariteli RNAlarin sentezlenmesi
l (-) polariteli RNAlar, bir viroid Gnitesinden daha
) uzun (oligomerik) (+) polariteli RNAlarin
i sentezi igcin  kalp RNA (replicative
l intermadiate, RI) gbrevi gorirler.
—
L

) o Rl'lerden (+) polariteli oligomerik RNAlarin
transkribe edilmesi

v

)

Q

Q

4« —_— Pozitif (+) polariteli oligomerik RNAlarin olusumu
l Oligomerik RNAlarin enzimatik olarak bir viroid
) . Unitesi blylkligindeki (monomerik) molekiillere
l kesilmesi
—_— Olusan (+) polariteli linear monomerik viroid
RNAlarin ligasyon ile sirklle olmasi

Sekil 1. Yuvarlanan cember modelinde asimetrik cogalma sekli (Pospiviroidae)

Pospiviroidae ve Avsunviroidae familyasindaki UOyelerin replikasyon islemlerindeki
kesim ve birlesme (ligasyon) asamalarinda da farkli enzimler gérev yapmaktadir.
Pospivirodae familyasinda enzimatik kesimi bilinmeyen bir konukg¢u enziminin
katalize ettigi bildiriimektedir. PSTVd'nin ilk enzimatik kesimi muhtemelen GNRA
dortlt halka yapisi (GNRA tetraloop: RNA'nin ikincil yapi olusturan kollarinin uglarini
birlestiren halka seklindeki dortli baz yapisi, burada N: A, C, G yada U'dir; R ise A
yada G’dir.) icerisinde yer alan G95 ve G96 pozisyonlarindaki nikleotidlerin arasinda
baslamaktadir. Daha sonra, GNRA halka yapisi E-halka motifine (loop E maotif)
déniismekte ve bu durum RNA’nin 5’ ucunun stabilize olmasini saglamaktadir. ikinci
kesim ise bir viroid Gnitesi buydkligindeki kahp RNA molekilini serbest
birakmaktadir. Olusan RNA molekdlinin 3’ ucu karsilikh iki baz icermektedir.
Bununla beraber, ayni familyada yer alan (6rnegin Apple scar skin viroid, ASSVd) ve
binyesinde GNRA dértli halka yapisi bulunmayan Uyelerin bu sekilde kesim ve
ligasyon mekanizmalari yoktur (19). Bu nedenle, Gas ve ark., (20) 1 nolu sa¢ tokasi
formu (hairpin 1) [merkezi korunmus bdlgenin (CCR) sol tarafinda yer alan iki iplikli
yapl] ile yanindaki nikleotidlerin Pospiviroidae familyasi Uyelerinin viroid Unitesi
blayukligindeki molekillere enzimatik olarak kesiminde gb6rev aldiklarini
saptamiglardir. Pospiviroidae familyasi UOyelerinin aksine Avsunviroidae familyasi
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dyeleri kesim igin konukgu enzimlerine ihtiyag duymamaktadirlar. Culnkd, bu
familyadaki viroidler RNase aktivitesine sahip ribozimler gibi fonksiyon gdsteren gekic
kafasi bicimli (hammerhead) yapilar olusturma yetenegine sahiptirler. Bu yapilar hem
(+) ve hem de (-) polariteli RNA molekilleri icerisinde mevcut olup in vitro ve in vivo
olarak kendi kendine kesimi katalize edebilmektedirler. Ligasyon asamalarl ise
ginimdaz itibari ile netlesmis degildir. Olusan monomer viroid Unitelerinin dairesel
bicime dénismesi (sirkllize olmalari) kendi kendine katalize olma yolu ile mi yoksa
kloroplast orijinli bir RNA ligaz enzimi araciligiyla mi oldugu bugiin hala net degildir
(21).

(+) polariteli sirkiler viroid RNA molekdll
» (monomerik)’nden transkripsiyonla (-) polariteli

@ —>  (+) polariteli sirkiler viroid RNAsi

O ~ linear ve bir viroid Unitesinden daha uzun

g © (oligomerik) kalip RNA molekili (replicative
@ intermadiate, Rl)’'niin olusumu

w/

O )

Olusan (-) polariteli oligomerik RNA daha sonra
viroid Unitesi bayUkligundeki pargalara bélinur
ve sirklle olur.

A4

|
|
o —
C?_R.

® (+)
@ . (_)Iusan §irk[]|er_ (-) polariteli RNAlar, _(+_) polariteli
linear oligomerik RNAlarin olusumu igin kahp

gbrevi gorr.

Kaliptan olusan (+) polariteli, linear, oligomerik
o (+) > RNAlar enzimatik olarak viroid Unitesi

/ blyUkligindeki monomerlere kesilerek sirkiile
olurlar.

Sekil 2. Yuvarlanan gember modelinde simetrik cogalma sekli (Avsunviroidae)

Pospiviroidae ve Avsunviroidae familyasi UOyelerinin RNA molekuillerinde sahip
olduklar farkli korumus RNA motiflerinin viroid replikasyonunda gérev aldiklari
bilinmektedir. Pospiviroidae familyasi Uyeleri icin merkezi korunmus bdlge (CCR)
viroidin replikasyonu icin elzemdir.
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a) (+) polariteli ASBVd (Gen Bankasi Ulagim No: J02020)

b) (-) polariteli ASBVd
Sekil 3. Monomerik sirkiler (+) ve (-) polariteli ASBVd’nin ikincil yapisi. Geki¢c basi formunda ribozim olusturan sekans dizileri kirmizi

oklar ile gésterilmistir. Ribozimler icerisinde yar alan korunmus bdlgeler siyah renk ile gésterilmistir. (+) ve (-) polariteli ipliklerde

transkripsiyonun basladidi yerler (sirasiyla U121 ve U119) ok baslari ile gdsterilmigtir.
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Buna karsin, Avsunviroidae familyasindaki Gyelerin replikasyon islemleri igin ¢ekic
kafasi bigimli RNA molekdllerinin olusumunu saglayan kic¢ik korunmus RNA motifleri
gereklidir. Bir viroidin replikasyon seklini belirleyen kriterler arasinda viroidin genom
yapisi, katalitik aktivitesi ve konukcu hicre bilesenleri ile olan interaksiyonu yer
almaktadir (21-23).

Yuvarlanan Cember Modeli Replikasyon: Simetrik ve Asimetrik Cogalma

Enfekteli bitki dokularinda viroid replikasyonunu baglatan sirkiler viroid RNA’leri ile
oligomerik yapidaki kalip RNA’lerinin bir arada tespit edilmesi bu patojenlerin
yuvarlanan cember modeline 6zgi mekanizma ile ¢ogaldiklarini desteklemektedir.
En ¢ok rastlanan enfeksiy6z (+) polariteli monomerik sirkiler RNA molekalindn,
konukcu hicredeki RNA'ne bagimli RNA polimeraz enziminin yardimi ile oligomerik
(-) polariteli RNA molekiline transkripsiyonu gerceklesmekte ve sonrasinda ise (+)
polariteli oligomerik RNA iplikleri sentezlenmektedir (24, 25, 26, 27). Bu ipliklerin
uygun RNazlar ile enzimatik olarak kesilmesi ve hiicre igindeki bir RNA ligaz enzimi
ile de sirkile olmasi sonucu yuvarlanan gember mekanizmasinin son Urand olan (+)
polariteli sirkiiler monomerik viroid molekulleri olusmaktadir. Mekanizmada ilk RNA-
RNA transkripsiyonunda olusan oligomerik ipliklerin PSTVd ile enfekteli bitki
dokularinda tespit edilmesi, bunlarin ikinci RNA-RNA transkripsiyonu asamasinda
kalip goérevini Ustlendigini gdstermistir. Bu gbézlemlere dayanarak, PSTVd ve bagli
oldugu familyadaki diger Uyelerin yuvarlanan ¢ember mekanizmasi igerisinde
asimetrik yolla cogaldigi ifade edilmektedir (Sekil 1). Diger yandan, ASBVA ile
enfekteli avokado, PLMVd ile enfekteli seftali ve bu viroidlerin dahil oldugu
familyadaki diger viroidler ile enfekteli olan konukgularin dokularinda monomerik (-)
polariteli sirkiler RNA molekullerinin oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular dikkate
alinarak, Avsunviroidae familyasi UOyelerinin yuvarlanan ¢ember modeli icerisinde
alternatif bir yol olan simetrik yolla ¢gogaldigini géstermistir (Sekil 2). Transkripsiyon,
enzimatik kesim ve sirkile olma asamalarindan olusan her iki cogalmada gbrev alan
enzimlerin konukgu tarafindan kodlandigi yada alternatif olarak viroid genomunda yer
alan ribozimlerce katalize edildigi bilinmektedir. Zira, oldukca klgik olan bu
patojenlerin mesajci RNA gibi bir fonksiyonlari bulunmamaktadir (28, 29).

Viroid Molekiillerinin Olusumu

Konukgu hicre icerisinde DNA’ne bagimli U¢ degdisik RNA polimeraz (I, Il ve Ill)
enzimi bulundugundan, akla gelen ilk soru, bunlardan hangisinin PSTVd’nin de dahil
oldugu Pospiviroidae familyasi Gyelerinin sentezinde rol aldigi konusudur. Bu durum
fungal toksin a- amanitin’in kullanildigi deney ile agikliga kavusturulmustur (7, 15,
23).

YurGtalen in vitro ve in vivo g¢alismalarin bulgularina gére; PSTVd, CEVd ve HSVd
adli viroidlerin replikasyonunda a-amanitin (tipik olarak RNA polimeraz Il'yi
engelleyen bir toksindir)'in disik konsantrasyonlarinin bile replikasyonu engelledigi
tespit edilmigtir. Bu bulgu temel alinarak, replikasyonda kalip RNA molekdlinin
olusumunda RNA polimeraz Il benzeri bir enzimin etkin oldugu sonucuna varilimigtir.
Ayni enzimin, her iki yonli RNA-RNA transkripsiyonunu katalize ettigi de
goérulmastir. Gercek RNA polimeraz Il enzimi kullanilarak yurdtilen baska bir
calismada (7, 30), a-amanitin’in yine (+) ve (-) polariteli PSTVd RNA molekdllerinin
uzamasini engelledigi tespit edilmigtir.
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Aydinlatilmas! istenen ikinci konu ise, viroid ipliginin transkripsiyonunun viroid
molekdlinin spesifik bir yerinde mi yoksa molekil tzerindeki rast gele bir yerde mi
basladigina iligkilidir. Patatesten elde edilen cekirdek ekstraktlarina (+) polariteli
monomerik sirkiler PSTVd'ne ait RNA eklenerek ydritilen in vitro laboratuvar
calismalarinda, PSTVd (-) polariteli ipliklerin transkripsiyonunun cubuk seklindeki
ikincil yapi Uzerinde yer alan GS kutularinin asagisinda bulunan 15. ve 16.
nikleotidlerde bagsladigi tespit edilmistir (31). Kloroplastlarda meydana gelen
replikasyonla ilgili olarak ise, bu organelde en az iki farkh DNA’ne bagimli RNA
polimeraz enziminin oldugu belirlenmistir. Bunlardan ilki E. colidekine benzer
bicimde cok sayida alt Gniteden olusan ve plastidlerde kodlanan polimeraz (PEP),
digeri ise T3, T7 ve SP6 faj RNA polimerazlarina benzeyen, tek (niteden olusan ve
cekirdekte kodlanan polimeraz (NEP)'dir. Bu durum, karakterizasyonu yapilan bu
enzimlerden hangisinin viroid molekdlinin uzamasini katalize ettigi sorusunu akla
getirmektedir. Bu sorunun cevabi, ASBVd ile enfekteli olan bitkilerin kloroplastta
olusan transkripsiyonun, tipki a-amanitin’in incelenmesinde oldugu gibi, tagetitoxin’in
etkisinin arastiriimasi ile bulunmustur. PEP tagetitoxin’e duyarli oldugundan inhibe
edilmis ve NEP’e ise engelleyici yonde bir etki gdstermemistir. Bu bulgulara
dayanarak, ASBVd'nin transkripsiyonunda NEP benzeri bir enzimin gdérev aldigi
tespit edilmigtir (7, 32, 33).

Oligomerik Viroid ipliklerinin Sirkiiler Monomerlere Déniismesi

Pospiviroidae familyasi UOyelerine ait oligomerik (+) polariteli RNA’lerin kesimi ve
sonrasinda viroidin sirkllizasyonu ile sonuclanan islemlerde gbérev Ustlenen RNA
ligaz enziminin konukgu hicre tarafindan kodlandidi kabul edilmektedir. Patates
bitkisinden farkli protokollerin uygulanmasi ile elde edilen hicre c¢ekirdegi
ekstraktlarinin oligomerik (+) polariteli PSTVd RNA’ni, enfeksiy6z monomerik sirkiler
formlara dénustirdigl tespit edilmistir. ilging bir bigimde, spesifik olmayan fungal
RNase’'in da PSTVd RNA'ni in vitro kosullarda enzimatik olarak kestigi ve ligasyonla
sirkile ederek enfeksiy6z forma déndstirdiglu gdérilmastir (33, 34). Bu durum
RNase'in tek basina her iki reaksiyonu katalize edip etmedigini, replikasyonun ikinci
adim icin bir RNA ligaz enzimine ihtiya¢ duyulup duyulmadidi sorularini akla
getirmektedir. Bu konuda son yillarda yapilan bazi calismalar (35), PSTVd (+)
polariteli ipliklerin olusumda enzimatik kesim ve ligasyonda iki farkli konukgu
aktivitesinin gerekli oldugunu ortaya koymustur. Buna ek olarak, tipik RNase enzimi
etki ettigi molekullin sol ucunda 5’-hidroksil, sag ucunda ise 2’, 3’-halka fosfodiester
yapisini olusturmaktadir. Bugdaydaki RNA ligazin ise bu spesifik uclara baglanma
yeteneginde oldugu belirlenmistir. Gercekte bu RNA ligaz in vitro olarak enfektel
bitkiden izole edilen linear monomerik PSTVd RNA’ni sirkile edebilmektedir.
Enzimatik kesim reaksiyonunun 6zgulligu, bir baska deyisle viroid RNA'nin islendigi
yer, blyUk olasilikla oligomerik viroid RNA’nin molekiler yapisi ile ilgilidir. Bu
baglamda PSTVd (+) ipliginin kesimi ve ligasyonu RNA molekili Gzerindeki dértll
halka yapinin E halka yapisina dénismesi ile olustugu ileri strGimustir. Bununla
beraber, diger bazi arastirmalar (33, 36), CCR’in alt ipliginde alternatif kesim
bdlgeleri oldugunu belirtmektedir.

Avsunviroidae familyasinda ise enzimatik kesimi bizzat viroid RNA’nin kendisi
katalize etmektedir (otokatalitik). Bu islem, her iki polariteye sahip viroid RNA’lerinden
olusan ceki¢c bash ribozimler tarafindan yUratiimektedir. Ligasyonda c¢ekic basl
ribozimler klasik RNase enzimini olusturmasinin yaninda, viroid RNA’nin uglarinda 5’-
hidroksil ve 2’, 3’-halka fosfodiester yapilarini da meydana getirmektedir. Bu da tipki
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bugday RNA ligaz enziminin katalize ettigi reaksiyondaki gibi, hiicredeki RNA ligaz
enzimleri araciligiyla replikasyonun bu adimi tamamlanmaktadir. Alternatif olarak
yapilan calismalar (22), viroidin kendi kendine kesimle olusan linear monomerik
PLMVd RNA’nin yine in vitro olarak kendi kendine sirkile oldugunu, bu durum ise
sadece kesimin degil, ayni zamanda ligasyonun da otokatalitik olarak gerceklestigini
gbstermektedir. Kendi kendine olan ligasyon ayni zamanda PSTVd'nde gériimustur
(37). Bu bulgu, bu 6zelligin Avsunviroidae familyasi Uyelerine 6zgin bir durum
olmadigini géstermektedir.

Sonuc

GUndmuzde viroidlerin nasil ¢cogaldiklar ya da replike olduklari hakkinda ¢ok sayida
arastirma yUOrGataldoga gérilmektedir. Bu sayede, viroid replikasyonun genel hatlar
ortaya konulmustur: RNA temelli yuvarlanan ¢ember modelinde Pospiviroidae ve
Avsunviroidae familyalarindaki Gyelerin sirasi ile asimetrik ve simetrik yolla
cogaldiklari tespit edilmistir. Hlcre icerisinde viroidlerin gogaldiklari yerlerin farklilik
gbstermesinin, icerdikleri enzimlerle iligkili olmasindan kaynaklanmaktadir. Yeni
viroid ipliklerinin olusumu PSTVd ve ASBVd adh viroidleri icin sirasiyla ¢ekirdek
orijinli RNA Polimeraz Il ile kloroplast orijinli NEP-benzeri RNA polimeraz enzimi
araciligiyla katalize edilmektedir.

Enzimatik kesim reaksiyonlari ASBVd ve diger Avsunviroidae familyasi Uyelerinde
cekic basli ribozimlerin kesfedilmesini saglamistir. Bu kesif, bitki virolojisinin yani sira
ayni zamanda molekiler biyolojide de dikkate alinan fonksiyonel ve evrimsel
sonuglar dogurmustur. Bununla beraber, PSTVd ve bu viroidin yer aldigi
Pospiviroidae familya Oyelerinin replikasyonundaki enzimatik kesimlerin ve kesim
yerlerinin daha net bicimde tespit edilmesi ¢6zim bekleyen durumlardir. Benzer
durum, replikasyonun Uglncl adimi olan RNA ligasyonu igin de gecerliligini
korumaktadir. Burada 6zellikle kendi kendine olan kesim veya kesimde konukcgu
enzimlerinin kullanimi konusundaki celigkilerin giderilmesi gerekmektedir ve bu
konunun ¢6zimi viroid ¢ogalmasi acgisindan pek cok bilinmeyeni de aydinhda
kavusturabilecektir (7, 33).
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