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Bitkilerde Viral Etmenlere Karsi Genetik Dayaniklilik Mekanizmalari

Ayse Candar', Semih Erkan?

Ozet

Bitki virGsleri, dinyada tarimsal Urlnlerde hastalik yapan patojenlerin énemli bir
grubunu olusturmaktadir. Bitki virls hastaliklari birim alandan saglanan verimi
distrmek ve kaliteyi bozmak suretiyle 6nemli boyutlarda ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu ekonomik kayiplarin énine ge¢me cabalari yillardan bu yana
insanligin ugrasi alanini olusturmustur. Bitkilerdeki virs hastaliklari ile micadelede
kullanilabilecek etkin ydntemlerin az sayida olmasi ise virls hastaliklarini 6nlemenin
6nlnde blydk bir engel olusturmus ve bitki dayanikliik mekanizmalarini anlama
cabalarini dogurmustur. Bitkilerde virGslere kargi dayaniklihdin bircok mekanizmasi
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar; yapisal, biyokimyasal ve genetik dayaniklilik
mekanizmalaridir. Ozellikle genetik dayaniklilik mekanizmalari hakkinda cok sayida
arastirma yapilmistir ve bu konu gelecek vadeden bir konudur. CUnk( virls
hastaliklariyla micadelenin en etkin yolu dayanikli ¢esit olusturmak ve kullanmaktir.
Bitkilerde antiviral savunmanin genetigi, dayaniklilik genlerinin ¢alisma mekanizmasi
ve bitkilerde dayanikhlidin nasil saglandigi, dayanikh c¢esit bulma ve gelistirme
girisimleri  yéninden gunimuizde Oncelikle arastinlan konulardir. Bu makale
kapsaminda, yapisal ve biyokimyasal dayanikhlik mekanizmalari kisaca
aciklandiktan sonra genetik dayaniklilik mekanizmalari, bu mekanizmalarin bitkilerde
dogal dayanikhligi nasil sagladigi ve virislere dayanikli transgenik bitki elde etme
calismalarinda nasil kullanildigi irdelenmektedir.

GiRIiS

Bilindigi gibi, virGsler gelismeyi etkileyerek, verimi duglrerek ve kaliteyi bozarak
bitkilere zarar vermektedir. Bazen bu zararlar ciddi kayiplara neden olabilmektedir.
Ornegin, 1915 - 1916 yillan arasinda Makedonya’da meydana gelen Sharka virtisi
(plum pox virus = PPV) epidemisi, Bulgaristan ve Yugoslavya’da 16 milyon agacin
imhasina neden olurken, 1936-1946 yillari arasinda Brezilya’nin San Paulo sehrinde
turuncgil Tristeza Virlsi (citrus tristeza virus = CTV) epidemisi ise 7 milyon agacin
imhasina neden olmustur (1). Turkiye’de virlGs hastaliklarinin zarari istatistiki olarak
bilinmemekle birlikte Akdeniz Bélgesi’nde turuncgillerde ve Marmara Bélgesi’nde
baglarda virls zarari oldukca fazladir (1). Ciddi kayiplara neden olan virlis
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hastaliklariyla micadele de olduk¢ca énemli bir konudur. Virlslerle micadelede etkili
ybntemlerin bulunmamasi kulttrel énlemler, ¢apraz koruma (cross protection) ve
dayanikli cesit kullanma gibi miicadele ydntemlerini etkili kilmistir. Ozellikle son
yillarda capraz koruma ile ilgili gelisen bir kisim endiseler arastiricilari dayanikli
cesitler gelistirmeye daha fazla yéneltmistir. Dayanikli ¢cesit kullanma gtiinimuzde en
etkili mUcadele yéntemi olarak kabul gérmektedir.

Bitkiler dogada enfekte edilebilir ve badisik olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Enfekte
edilebilen bitkiler virlisiin konukgusuyken, bagisik bitkiler viristin konukgusu degildir
ve virUsler tarafindan enfekte edilememektedir. Enfekte edilebilir bitkiler de kendi
arasinda hassas, dayanikli, duyarli ve tolerant olmak Uzere dérde ayriimaktadir.
Duyarli bitkiler, virisin kolayca ¢ogdalabildigi ve saldirdigi bitkiler; dayanikh bitkiler,
virls saldirisini ve replikasyonunu sinirlandirmis bitkiler; asin duyarl bitkiler,
enfeksiyona siddetli tepkiler veren bitkiler ve tolerant bitkiler, enfeksiyon sonrasi az
bir etki gbzlenen ve bu zararin asla ekonomik zarar esigini gegmedigi bitkilerdir (2).
Bitkilerde dayaniklilik yapisal, biyokimyasal ve genetik dayanikliik olmak Gzere Ug¢
sekilde ortaya gikmaktadir. Yapisal dayaniklilik, daha ¢ok bitkinin fizyolojik olarak
meydana getirdigi tepkileri ve olgun (ergin) bitki dayanikliigini icermektedir. Ornegin,
Nicotiana glutinosa adli bitkideki tittin mozaik virisu (fobacco mosaic virus = TMV)
enfeksiyonuna karsi mantar tabakasi olusumu, sert ¢ekirdekli meyve agaglarindaki
nekrotik halka leke virlist (prunus necrotic ringspot virus = PNRSV)’'ne karsi ayirma
tabakasi olusumu (3), yine ayni enfeksiyona kargi zamk birikmesi (4) ve Nicotiana
sylvestris (1,3)-B-glucanase mutantlarinda tGtin nekroz virist (tobacco necrosis
virus = TNV)’ne karg! kalloz birikmesi (5) virisin bitkide hastalikli bdlgeden saglikli
bdlgeye yayillmasini engelleyen yapisal dayanikliik mekanizmalaridir. Olgun bitki
dayanikhhg! ise erginlik c¢agina gelmis bitkilerin virislere karsi duyarsiz hale
gelmesine dayandirilmaktadir. Ornegin, patates bitkilerinin yasli yapraklarinda
ribozimlerin sayisinin az olmasi nedeniyle virislere daha dayanikli olmasina (6) ve
olgun bitkinin dis gérindsinin tlyli olmasi nedeniyle de stilet kaynakh virlslere
dayanikh olmasina neden olmaktadir (7).

Biyokimyasal dayaniklilik, enfeksiyon &6ncesi mevcut biyokimyasal maddeler ve
enfeksiyon sonrasi olusan maddeler olmak Uzere iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
Enfeksiyon dncesi varolan biyokimyasal maddelerin en énemlileri virlis biyosentezini
engelleyen 2RIP (2 Ribozom inaktive edici protein) ve insektisidal lektinler gibi
lektinler ve Phytolacca antiviral proteinleri gibi inhibitérlerdir. Ayrica, virls
biyosentezinde gerekli enerji icin nlkleosit trifosfat, protein sentezi icin konukgu
enzimleri ve viral nikleik asit sentezi igin konukg¢u hicre zarina bagl bir proteinin
yetersizligi de virslere biyokimyasal dayanikliik saglamaktadir. Enfeksiyon sonrasi
olusan biyokimyasal molekuller, asiri duyarliik sonucu meydana gelen salisilik asit,
reaktif hidrojen tdrevleri (ROS) ve nitrit oksit (NO)tir. Bu molekiller dokularda
dayanikhligi baslatici dayanikhlik sinyallerini olusturmaktadir (7).

Anlatilan yapisal ve biyokimyasal dayaniklilik mekanizmalarindan farkh olarak
genetik dayanikhlik nesilden nesile aktarlabildigi, 1slah ve genetik muhendisligi
calismalariyla dayanikli bitki elde etme programlarinda kullanilabildigi igcin oldukca
6nemlidir.
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Viruslere Kargi Dayanikliigi Saglayan Genler

Bitki virGslerine karsi dayanikhlik, yatay (horizontal) ve dikey (vertikal) dayaniklilk
olmak Uzere ikiye ayriimaktadir. Bunlardan yatay dayanikliiga kantitatif dayaniklilik
da denmekte ve c¢ok gen tarafindan ifade edilen viriise 6zel olmayan dayaniklilik
olarak tanimlanmaktadir. Dikey dayanikhlik ise, tek gen araciligiyla saglanan
dayaniklliktir. Tarlada dayaniklilik, yatay ve dikey dayanikliligin eszamanli ifadesi ile
ortaya ¢ikmaktadir (2). ister yatay ister dikey dayaniklilik olsun dayanikhligi kontrol
eden genler, genetik yapisi bakimindan dominant ve resesif 6zellikte olmak Gzere iki
sekilde siniflandirilmaktadir.

Dominant Dayaniklilik Genleri

VirGslere dayaniklilik saglayan dominant genler N geni ve R genleri seklinde birgok
bitkide tanimlanmistir (Cizelge 1). Dominant genlerden N geni, ilk olarak Nicotiana
glutinosada kesfedilmis olup, bitkide tdtin mozaik virdsi (TMV)'ne karsi HR
(Hipersensitif Reaksiyon= Asiri Duyarhlik) ile iligkili dayaniklihdi yéneten bir gendir. N
geni, HR sonucunda viristin yayillmasini nekrotik alanlarla sinirlandirdigi igin
nekrozun bas harfi N ile adlandirimistir. Bes ekson ve dért introndan olusan bu gen;
bir Toll Inteleukin Receptor (TIR), bir nikleotit baglanma bdlgesi (NBS) ve lésince
zengin tekrarlar (LRR)’dan olusan bir proteini kodlamaktadir. Kodlanan bu protein,
plazma zarindaki dis hlcrelerden sinyali alip tasiyarak hicre igindeki TMV’ni
tanimakta ve HR’u baslatmaktadir (8).

Cizelge 1. Virlslere dayaniklilik saglayan dominant genler (9)
(Andrew ve ark., 2007°den degistirilmistir)

Gen Virls avr * Bitki Tara
N Tobacco mosaic virus (Tobamovirus) Replikaz/Helikaz TOtdn
Tm2? Tobacco mosaic virus (Tobamovirus) Hareket Proteini Domates
Rx1 Potato virus X (Potexvirus) Kilif Proteini Patates
Rx2 Potato virus X (Potexvirus) Kihf Proteini Patates
Y-1 Potato virus Y (Potyvirus) e + Patates
Sw5 Tomato spotted wilt virus (Tospovirus) Hareket proteini Domates
Rsv1 Soybean mosaic virus (Potyvirus) ~ —-mmmmeeeeeee- Soya Fasulyesi
RT4-4 Cucumber mosaic virus (Cucumovirus) 2a geni Fasulye
HRT Turnip crinkle virus (Carmovirus) Kilif Proteini A. thaliana
RTM1 Tobacco etch virus (Potyvirus) ~ —mmmmmmeeee A. thaliana
RTM2 Tobacco etch virus (Potyvirus)  —mmmmmmmme- A. thaliana
RCY1 Cucumber mosaic virus (Cucumovirus) Kilif Proteini A. thaliana

* 1 Viral Kaynakli Avirulens Belirleyicisi + : Bilinmiyor

Ozellikle dayanikli konukgulardan bahsedildiginde dayanikl bitkileri enfekte edemeyen
virGs izolat veya irklari avirGlent, buna kargin dayanikliligin Ustesinden gelerek bitkiyi
hastalandirmayi basaran viris izolat ve irklari virGlenttir.

Bilindigi gibi, HR (Hipersensitif Reaksiyon= Asiri Duyarllik), dayaniklilik genlerinin
Avr (AvirGlens) genlerini tanimasiyla birlikte savunma sinyalinin olusmasi sonucu
baslamaktadir. Tanima proteinin U¢ boyutlu yapisiyla ilgilidir. Tanima olayinin nasil
gerceklestigini aciklamak igin arastiricilar, iki dGnerme ileri sirmasglerdir (Sekil 1). Bu
dnermelerden ilki reseptdr-ligand modeli, digeri koruma hipotezidir. Reseptér ligand
modelinde (Sekil 1a) dayaniklihk genlerinin Avr proteinlerini tanimasiyla savunma
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sinyali olugsmakta ve bdylece dayanikhlik baslamaktadir. Fakat bu model, tim R-Avr
ciftlerine uymadigi igin terk edilmis ve koruma hipotezi geligtiriimistir. Koruma
hipotezi, koruma ve korunanlar arasinda gergeklesmektedir (Sekil 1b). Burada
korunanlar, enfeksiyon icin patojen tarafindan gereksinim duyulan konukgu hicresel
proteinleri; koruma ise, dayaniklilik proteinleri (N veya R proteinleri)’dir. Hipoteze
gbre, Avr proteininin korunanlarla potansiyel etkilesimi sonucunda olusan hticresel
protein, korumay! tanimakta ve savunma sinyali olusmaktadir. Koruma hipotezi,
bircok sisteme uydugu icin ginimuizde gecerli olan bir mekanizmadir.

a
Avirulens
Protein /’7_“\‘
L &
l‘\\_ —
Dayarmkhihik
l Proteini *
Savunma
Savunma Sinyali
Sinyali

Potansiyel etkilesim
hiicresel protein

Sekil 1. Dayaniklilik genlerinin Avr genlerini tanimasi Uzerine ileri strtlen énermeler
a) Reseptoér-ligand modeli, b) Koruma hipotezi (10) (Sooassar ve ark., 2005’den
degistirilmigtir)

Dayanikllik saglayan R genleri isimlerini dayanikhlik anlamina gelen “Resistance”
kelimesinin bas harfinden almistir. Genellikle R genleri, HR ve SAR (Sistemic
Aquired Resistance= Sistemik kazaniimis dayanikhlk) ile dayanikliik saglarken,
bunlardan RTM1 ve RTM2 genleri thtin yanikhk virist (tobacco etch virus=
TEV)'nin uzak mesafelere yayllmasini engelleyerek dayaniklilik saglamasi
bakimindan farklilik gdstermektedir. HR ile dayaniklilik saglayan R genleri, virlsul
nekrotik lezyonlarla sinirlamakta iken SAR ile dayanikllik saglayan R genlerinin
sagladigl dayaniklilik bagisiklik seklinde uzak dokularda meydana gelmektedir. Bir R
geni olan Rx geni, bitkide patates X virlsU (potato virus x = PVX)'ne kargi dayaniklilik
saglayan bir gendir ve ¢ ekson icermektedir. Genin kodladigi Rx proteini, 16 tekrarli
LRR ve bir NBS igermektedir (10). Rx proteininin N proteininden farki ise protein
dimerizasyonunda rol oynayan amino ucunda fermuar benzeri bir 16sin domaini
icermesidir (2). R genlerinin neden oldugu HR’da Avr proteinlerini taniyarak savunma
sinyalinin olusturulmasi N genlerle ayni modellerle agiklanabilmektedir.

Resesif Dayaniklilik Genleri

Resesif dayanikhlik, diger patojenlere gére bitki virslerine ve bitki virGsleri icinde de
PotyvirGslere karsi daha sik bicimde gériimektedir (11). Resesif dayaniklilik genleri
dogal resesif genler ve mutantlar olmak Uzere ikiye ayriimaktadir (Cizelge 2). Mutant
genler, virls enfeksiyonu icin gerekli konukgu faktérlerinin mutasyonu sonucunda
olugsmakta ve resesif kalitsal dayaniklilikla sonuglanmaktadir.

Cizelge 2'de, farkh virUslere karsi tanimlanmis bircok resesif R geni bulundugu
g6rilmektedir. Dominant R genlerinin tersine, bazi resesif R genleri tek hlcre
seviyesinde fonksiyon gbstermekte veya hlicreden hiicreye hareketi etkilemektedir.
Bugiine kadar tanimlanmis resesif R genlerinin yarisindan fazlasi, bitki virlslerinin en
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genis ve belki de ekonomik olarak en yikici familyasi olan Potyviruslere karsi
tanimlanmistir (12).

GCizelge 2. VirGslere dayanikhlik saglayan dominant genler (9) (Andrew ve ark.,
2007’den degistirilmigtir)

Virls Bitki Tur
Dogal Genler
pvr 1, pvr 2 PVY, TEV, Potato vein mottling virus (PVMV) Biber
pvr2® +pvr 6
pot-1 PVY, TEV Domates
sbm 1 Pea seed borne mosaic virus Bezelye
mo 1', mo1? Lettuce mosaic virus Marul
Barley mild mosaic virus Arpa
rym 4/5 Barley yellow mosaic virus ,
Barley yellow mosaic virus 2
rymv 1 Rice yellow mottle virus Celtik
nsv Melon necrotic spot virus Kavun
Mutantlar
At- elF4E 1 Clover yellow vein virus A.thaliana
At- elF(iso) 4E Turnip mosaic virus, LMV, TEV A.thaliana
At- elF4E 1(cum 1) CMV A.thaliana
At- elF4G (cum 2) CMV, TCV A.thaliana

Antiviral Bir Mekanizma Olan Gen Sessizlestirme (Susturma)

Gen sessizlestirme (Gene Silensing), bitkilerde virlslere karsi gelistiriimis dogal bir
savunma mekanizmasidir. Bitkilerde dogal olarak bulunmasinin yani sira in vitro
olarak da gergeklestirilebilmekte ve bu konu Uzerinde yapilan ¢alismalar giderek
yayginlagsmaktadir.

ssRNA veya dsRNA'larin dicer ile kesilmesi sonucu olugan 18-25 nikleodit
uzunlugunda kodlama yapma kabiliyeti olmayan ve henlz fonksiyonlari tam olarak
bilinmeyen dsRNA yapisindaki kiigik RNA'larin rol oynadidi bu mekanizmaya genel
anlamda gen sessizlestirimesi adi verilmektedir (13). Gen sessizlestirme bitkilerde
genlerin yapisina bagll olarak birkac sekilde meydana gelmektedir. Bunlar
transkripsiyon sirasinda gen sessizlestirmesi (TGS), transkripsiyon sonrasi gen
sessizlestirme (PTGS) ve DNA metilasyonudur. Bahsedilen gen sessizlestirme
mekanizmalarindan bitkilerde en yaygin gérileni ise PTGS’dir.

PTGS mekanizmasi sitoplazmada benzer iggen RNA'leri ve transgen RNA'leri hedef
almaktadir. PTGS transgenlerin kopyalanmasinin devami ile iligkilendiriimektedir.
PTGS mekanizmasi sitoplazmada RNA virsleri tarafindan tetiklenebilmektedir. Bu
mekanizma genellikle transgenik ve virlis enfekteli bitkilerde siRNA Grina tarafindan
yurattlmektedir. Viral genomik RNA ile enfekteli bitki hicresi RNA bagh RNA
polimeraz (RdRp) enzimi Uretmektedir. Bu RdRp enzimi bir kalip RNA kullanarak
dsRNA'yI sentezlemektedir. Bu RNA dicer olarak bilinen RNase Ill enziminin Gretimi
icin substrat saglamaktadir. Dicer enzimi ise dsRNA ile kontak kurarak dsRNA'y1 18-
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25 nukleotit boyutundaki ki¢lik parcalara ayirmaktadir. Bir adim sonrasinda olugan
siRNA'nin rehber olarak adlandinlan iplikgiklerinden biri tamamlayici olarak RISC
(RNA Induce Silencing Complex) ile birlesmektedir. siRNA'nin diger iplikgigi
RISC'den ayrilir ve degrede olur. RISC'in bir bilegeni de 6zel Argonaut (Ago)
proteinidir. Ozel protein Argonaut sadece RISC’in protein pargasini olusturan bir
proteindir. Bu proteinler bitkilerin dogal yapisinda mevcut bulunmaktadir. Daha sonra
RISC hedef viral RNA ile interaksiyona girer. Ago proteini RISC ile birlikte
interaksiyona girdigi hedef viral ssRNA'yi keser. RISC ile siRNA kompenenti
parcalanan hedef RNA'ya yapisirlar. Bu durumda viral RNA'nin yapisi degisir. Yeni
olusan RNA'nin protein sentez dizisi tamamen degisir ve hedef RNA sessizlestirilmis
olur. Bu sekilde mekanizma tamamlanmakia ve hedef viral RNA iglevini
kaybetmektedir (13).

Viruslere Dayanikli Bitkiler Elde Etme Stratejileri

Bitkilerdeki virtslere karsi gesitli dayaniklilik mekanizmalarinin ve bu mekanizmalari
ybneten genlerin ortaya koyulmasiyla birlikte bitkilere gen aktarilarak dayaniklilik
saglama cabalari populer hale gelmistir. Arastiricilari virslere dayanikh transgenik
bitki elde etmeye iten nedenler ise geleneksel yéntemler kullanilarak virlislerden
korunmanin uzun zaman alici ve pahal olmasidir. Virlslere kargi birgok transgenik
dayaniklilik mekanizmasi bulunmakta ve patojenden tiretilen dayaniklilik ve patojen
hedefli dayaniklilik olarak iki grup altinda toplanmaktadir.

Patojenden Turetilen Dayaniklilik

Sanford ve Johnston (14) tarafindan tanimlanan “patojenden tiretilmis dayaniklihk”
kavrami, patojenin konukguyla her bir interaksiyonu sirasinda yasam dongusdni
tamamlamak icin gerek duyulan temel bilesen ve fonksiyonlari yerine getirememesi
fikri Ozerine kuruludur (15). Bu dayaniklilik tipinde patojen kaynakl Grinler (kilif
proteini, antisense RNA, satellite RNA vb.) kullanilmaktadir. Aktarilan Griine gére
cesitli dayanikhlik mekanizmalari elde edilmektedir.

Protein Kilifa Dayali Capraz Koruma

Gapraz korumanin anlami bir virlisiin uyarilan ikinci bir viristn etkilerini dnleme veya
inhibe etme yetenedidir. Eger, bir bitkisel GrGnin duyarl irklari, bir virGstn tlimli
irklariyla inokule edilirse, duyarli irk daha virGlent irklara karsi dayanikhlik
gelistirmektedir. ilk olarak tiitiin bitkisine TMV’niin kilif proteini aktarildiginda virlise
dayall capraz korumada oldugu gibi bir sonug¢ elde edilmiglerdir (16). Bundan sonra
daha bircok virlis grubu Uzerinde denenen benzer calismalar ylratilmds ve protein
kifa dayali dayanikhlidi destekleyen sonuclar bulunmustur. Protein kilifa dayali
dayanikhlik birgok sistemde enfeksiyon baslangicindaki virGs replikasyonunun inhibe
edilmesiyle iligkilidir. Bu tip dayanikhligin viris yagsam déngusindeki ilk basamagin
engellenmesiyle, inokule edilmis yapraklarda enfeksiyon bdlgelerinin sayisinin
azalmasiyla ortaya ciktigi distntlmektedir. Bu olay TMV capraz korumasinin
saldirgan viris RNA’ sinin protein kilifla kaplanmasini énleyerek virisiin koruyucu
kilif proteininden kaynaklandigini géstermektedir. Kilf proteine dayali dayanikhlikla
ilgili birgok sistemin tek bir kilif protein ile plus-sense RNA virUslerine karsi
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ybnlendirildigi rapor edilmistir. Bu uygulamalar titin, domates, patates, alfalfa,
kavun, sekerpancari, kabak, ¢eltik, misir gibi birgok triinde kullaniimaktadir (17).

Halen, turuncgillerde (turuncggil tristeza virtsd), papayada (papaya halkali leke virls)
ve sera domateslerinde (TMV) kullaniimakta olan klasik ¢apraz korunma yéntemi
yerine genetik muihendisligi teknikleri ile elde edilmis bitkileri kullanmak daha
avantajlidir. Gunku zayif virGs irki ile bitkilerin inoklle edilmesi yogun laboratuvar ve
sera calismasi gerektirdigi gibi sinirh populasyon sayisi ile calismayi
gerektirmektedir. Daha 6tesi zayif irk bazi ters etkilenmelere neden olabilir. Ornegin
Irk mutasyonla siddetli irka dénlisebilmektedir (18).

Yapisal Olmayan Proteine Dayaniklilik
Yapisal olmayan proteinler replikaz enzimi, hareket proteini ve proteaz enzimi oldugu
icin dayanikliik mekanizmalari da bu proteinlerle iligkili olmaktadir.

Replikaza Dayali Dayaniklilik: VirUsler replikasyon i¢in gerekli olan yapisal olmayan
proteinleri kodlamaktadir. Son zamanlarda yapisal olmayan replikaz proteinlerin
birkagli, transgenik bitkilerde ifade edildigi zaman virlis enfeksiyonuna karsi yiksek
bir dayanikhlik saglamak i¢in bulunmustur (17). Bu olayi ilk olarak, Golemboski ve
ark.(19), TMV’nin 54kDa’luk kismiyla eksprese edilmis 54 kDa olan tGtln bitkisinin
TMV enfeksiyonuna kargi goOsterdigi oldukca yuksek dayanikliigin nedeninin
transgenik titindeki 183 kDa'luk replikaz oldugunu bulmustur. Bu calismada 54 kDa’
luk mRNA transkriptleri transgenik bitkilerde saptanmis olmakla birlikte 54 kDa’' luk
protein saptanamamistir. Homolog viral iplik¢ikler sinirlandiniimis ve iligkili virGse
karsi cokca etkili olmamistir. Farkh virGslere karsi (PVX, PVY, CMV, Bezelye Erken
Yanikhk Virisl vb.) benzer replikaza dayali dayanikhlik ortaya konmustur (15).
Replikaza dayali dayanikliigin mekanizmasi bilinmemekle birlikte kusurlu hiyar
mozaik virist (CMV) proteininin, kodlanmis virls replikazinin birikmesini é6nlemek
veya birikmis replikazin fonksiyonunu inhibe etmek suretiyle dayaniklihkta rol
oynadig! distnuimektedir (20).

Hareket Proteinine Dayali Dayanikhlik: Bitki virGsleri genellikle enfeksiyon
bdlgelerinden komsu hicrelere plazmodezmatalardan tlre 6zglu hareket proteini
yardimiyla gecebilmektedir. Hareket proteinine dayali dayaniklilik viral enfeksiyon
sUrecini engelleyen yeni bir stratejidir. Sadece fonksiyonsuz hareket proteinleri
uretildiginde koruma gd6zlenmistir. Dayanikliligin belirli bir spektrumu etkisiz hareket
protein genleri kullanilarak gerceklestirilebilmistir. Ornegin, islevsiz hale getirilen bir
TMV hareket proteiniyle eksprese edilmis bitkiler Tobravirus, Nepovirus, Alfamovirus,
Caulimovirus ve Cucumovirus gibi farkli gruplara ait virislerden korunmustur (15).

Proteaza Dayali Dayaniklilk: PotyvirUsler, viristin kodladigi proteazlar araciligiyla
baglanan bir poliprotein ile genlerini eksprese ederler. Tatin damar bantlagsma virtisi
(tobacco vein banding virus = TVBV) veya patates Y virlsu (potato virus Y = PVY)
adli etmenlerden birinin egemenligindeki viral proteazla eksprese edilmis bitkiler
kendi virlslerine kargl yUksek derecede dayaniklilik gbstermistir. Dayaniklilik soya
6zgl olmus ve muhtemelen primer poliprotein GrGnlerinin  normal igleyisini
engellemekten(érnegin, sorun yaratan virlstn protein aktivitesinin inhibe edilmesi)
kaynaklanmistir. Sonu¢ olarak, viral enfeksiyon déngist bozulmustur (15). Benzer
bir uygulama tatin bitkisinde yardimci bilesen proteinazin gen muhendisligi
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sonucunda bir potyvirlis olan TEV’nin uzak mesafelere taginmasini engellemek igin
kullaniimigtir (21).

RNA’ne Dayali Dayaniklilik
RNA araciligiyla saglanan dayaniklilikta antisense RNA ve satellite RNA araciligiyla
dayanikhlik olmak Uzere iki sekilde uygulanmaktadir.

Antisense RNA Araciligiyla Dayaniklilik: Bitki viraslerinin kontroli igin incelenen diger
bir patojenden tiretilmis strateji, viral RNA’lerin antisense ve daha sonra sense
segmentlerinin trasgen ifadesidir. Bu stratejinin ilkesi, bitki tarafindan ifade edilen
koplementer RNA dizileriyle viral RNA’nin sarilarak baglanmasidir. Uygunsuz RNA-
RNA baz eglesmesi imkan dahilinde replikasyon veya gen ifadesi i¢in viral RNA’ dan
etkilenebilirligi énleyecektir. Bdylece, antisense ve sense yapilari viral enfeksiyonun
kurulugsunda 6nemli olan baslangic adimlarini bloke etmek igin kullanilabilmektedir.
Antisense koruma kilif proteinine komplementer RNA eksprese edilmis thtin
bitkisinde go6sterilmistir (17). Ayrica, CMV ve PVX adli etmenlerde antisense
diziliglerinin kullanilmasi ile bazi basarili sonuclar elde edilmistir. Antisense RNA
verilen bitkilerin kontrollere gbére virls enfeksiyonlarina daha az hassas oldugu
gb6rilmis fakat bu korunmanin sadece dislk konsantrasyonlardaki inokulum
uygulamalarinda gercgeklestigi belirlenmigtir.

Genelde antisense RNA kullanilarak elde edilen dayaniklilik seviyesinin viral kapsul
gen, zayif virs irki geni satellite dizilis tarafindan saglanan dayaniklilik kadar yiksek
olmadigi séylenebilmektedir (18).

Satellite RNA Aracihidiyla Dayaniklilik: Satellite RNA’ lar replikasyon ve virion
paketlemek igin yardimci bir virse ihtiyaci olan ve yardimci virisle hi¢c homolog dizisi
bulunmamasiyla kusurlu interfere RNA’ dan farklilagsan parazit RNA’ lardir. Satellite
RNA’ lar yardimci virGsler tarafindan neden olunan simptomlari hafifletmektedir (15).
Satellite RNA’lar bu 6zelliklerinden dolayr birgok dayaniklihk c¢alismasinda
kullaniimistir. Tien ve Gusui (22), hafifletici bir CMV satellite RNA ile eksprese edilen
121 transgenik domates bitkisinin CMV’nliin siddetli bir irkiyla enjekte edildiginde
kontrol bitkilerinin veriminde %50 artis oldugunu kaydetmislerdir. Ayrica, Kim ve
ark.(23), CMV satellite RNA ile ifade edilmis aci biber (Capsicum annum) bitkileri
yetistirmistir. Urlin verme dénemindeki simptom azaltici etki CMV-Y veya CMV-Korea
irklariyla inokule edilen bitkiler Gizerinde dogrulanmistir.

Satellitelerin kullaniimasinin etkileri her zaman tahmin edilemez. Bazen satellitler
kontrollere gére daha az siddetli simptomlann olugsmasina neden olabilirken bazen de
daha siddetli simptomlann olusmasina yol acgabilirler. Simptomlardaki bu farklihklar
birka¢ nUkleotiddeki degismelerden olabilir. Satelitlerin olusturdugu etkiler virts
irklarina bagl olarak degdismektedir. Bu durum satellit diziliglerinin kullanilmasinin
protein kapsul geni kullaniimasindan ¢ok daha sinirli oldugunu géstermektedir (18).

Patojen Hedefli Dayaniklilik

Antiviral Proteinler

Antiviral veya ribozom inaktive edici proteinler (RIPs) olarak adlandirilan bir sinif
polipeptit bitki tlrlerinde gesitli sayilarda (en iyi bilinen kaynagi sekerci boyas! bitkisi=
Phytolacca americana’dir) tanimlanmigtir. Uc farkh sekerciboyasi bitkisi antiviral
proteini (PAP’lar) bulunmustur. Ribozom inaktive edici iglevleri, ribozomal RNA’ ni
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degistirme ve dolayisiyla polipeptit translasyonuna engel olma yeteneginden
dogmaktadir. Lodge ve ark. (24), PVX, PVY ve CMV adl virlslere dayanikh
Phytolacca bitkilerinden izole edilen PAP’ini aktararak transgenik patates ve tdtin
bitkileri Gretmistir. Bunun sonucunda sekerciboyasi antiviral proteini eksprese edilmis
transgenik tatandn, TMV’ ne kargi dayanikh oldugu bulunmustur (25). Bu protein
hicre duvarlarinda konumlanmakta ve etkilesimin meydana geldigi hilcre
sitoplazmasinda dagilmis halde bulunmaktadir. Ribozomlarin 60S alt birimlerinin
blyUk rRNA’larindaki adenini katalitik olarak uzaklastirarak etkili oldugu bilinmektedir
(26).

Memeli Oligoadenilat Sentaz Geni

Memelilerde virlis enfeksiyonlari ile interferon sisteminin baslatiimasi yoluyla savasim
yapilmaktadir. interferonlar viriislere karsi hayvanlarin savunma sisteminde bulunan
proteinleri indUklemektedir. Bu olaydan bitkilerde viral enfeksiyonlara karsi genis
tabanli dayanikhlik saglamak igin yararlaniimaktadir. interferonlar immunolojik
saldirilara ve 6zellikle viral enfeksiyonlara karsilik olarak hlcre cogalmasi boyunca
hayvan hucreleri tarafindan gizlenmistir fakat kendileri antiviral aktiviteye sahip
degildir. interferonlar viriis cogalmasinin engellenmesi igin dogrudan rol oynayan ek
proteinlerin sentezini tegvik etmektedir. Bu proteinlerin biri 2’- 5’ oligoadenilat sentaz’
dir. Bu enzim RNA virGslerinin replikasyonuna aracilik yapan cift iplikli RNA (dsRNA)
tarafindan aktive edilir. Aktivasyondan sonra enzim, ribondkleik asidin niteligini bozan
bir enzim olan latent endoribonlikleazi (RNase L) sirasiyla aktive eden 2’- 5
oligoadenilat (2-5A)" a kargi ATP’ yi polimerize etmektedir. Benzer bir enzim TMV
enfeksiyonundan sonra bitkilerde kesfedilebilmektedir (17).

Truve ve ark. (27), memeli farelerden 2’-5’ oligoadenilat sentaz’'in ekspresyonunun
patates bitkisinde PVX'ne karsi dikkate alinabilecek dizeyde bir dayanikhlik
sagladigini gézlemlemistir. Akabinde tarla calismalariyla sonuclarini teyit etmisler ve
ayrica diger RNA virlslerine karsi genis dayanikhlik saglayan teknikleri
gelistirmislerdir. Ayrica, Ogawa ve ark. (28), CMV’ne karsi dayanikhlik icin memeli 2’-
5’ oligoadenilat sentaz ile eksprese edilmis transgenik titin bitkisi elde etmiglerdir.

Ribozim Kaynakli Dayanikhlik

Ribozimler esas olarak 6zel bolgelerde RNA molekilllerine katalitik baglanma
yeteneginde olan RNA tabanli RNA sinirlayici enzimleridir. Tarimsal agidan énemli
bitki viriserinin cogunu RNA genomuna sahip virtsler olusturdugundan, ribozimlerin
dogrudan baglanma yetenegi, imkan dahilinde bitki viris hastaliklarini kontrol igin
kullanigli bir strateji saglamaktadir. Bu nedenle viral RNA’ larin baglanmasi igin
dizenlenmig ribozimlerin transgen ifadesi viral replikasyonu ve hastalik gelismesini
engelleyebilmigtir. Farkh diziler ve vyapilardaki ribozimlerin birgok farkh tipi
tanimlanmistir. Edington ve Nelson (29), bir protoplast sisteminde in vivo'daki viris
enfeksiyonuna karsi dayanikhligr saglamak igin bir ribozimin etkinligini test etmistir.
Sonuclar, TMV’nin replikaz ORF’ una karsi yénelen bir ribozimin enfeksiyon sonrasi
ilk 24 saatte yaklasik %90 protoplasttaki viral birikmeyi azaltici etki yaptigini
gb6stermistir. Birgcok calisma, bir ribozimin bitki hiicrelerinde bir model genin ifadesini
O6nlemek icin kullanilabilecegini gdstermistir. TOtin bitkisindeki daha sonraki
calismalar, bunun transgenik bitkilerde mimkin oldugunu géstermektedir. Ribozimin
hedef RNA'ni baglama yetenegi turuncgil clicelesme viroidi (citrus exocortis viroid =
CEVd)’ne karsi transgenik domates gelistirmek icin kullaniimigtir. Viroidlerin kontroll
ayrica patates ig yumru viroidi (potato spindle tuber viroid = PSTV)'ne karsi
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dayaniklilik elde etmek igin transgenik patateslerde mayadan elde edilen bir ¢ift iplikli
RNA 6zel ribonUkleaz eksprese edilerek basarnimistir (17).

Konukcgudan Turetilen Dayanikhlik
Konukcudan taretilen dayaniklilik stratejilerinde bitkilerde virtslere karsi bulunan
dayanikhlik faktérleriyle gelistirilmistir.

Viral RNA Replikasyonunun inhibisyonu (Engellenmesi)

Viral RNA replikasyonunun inhibisyonu, patojen hedefli dayaniklihk kisminda
anlatildigi gibi islevsiz hale getirilmis virls replikaziyla gerceklestirilebilecegi gibi
bitkilerde virlise replikasyonu inhibe ederek dayaniklilik saglayan konukgu genleriyle
de saglanabilmektedir. Ornegin, Tm1 domateste TMV replikasyonuna Kkarsi
dayaniklilik saglayan dominat bir gendir. Viral RNA ve kodlanmis virls bilesenlerinin
sentezi, viral replikaz 126 ve 183 bilesenlerini baglayabilen Tm1 tarafindan bu
bilesenleri inaktive etmek suretiyle tamamen bloke edilebilmektedir. Dayaniklilik geni,
RNA replikazin temel bir bilegeni olan bir konukg¢u proteinini kodlayan genin bir
allelidir. Dayaniklilik geninin Grint bu konukgu proteininin bir mutanti olacaktir. Bu
mutant p126 ve p183’ e baglanabilmekte fakat islevsiz bir replikaz Gretmektedir (15).

VirGstin Hicreden Hicreye Hareketini Sinirlayarak Dayaniklilik

Domatesteki dayaniklilik faktdrleri Tm2 ve Tm22%, TMV’niin hareketinde etkili bir
sinirlandirma géstermistir. Bitkiler bu dayanikhlik genleriyle eksprese edilerek,
TMV’nin uygun irklariyla saldiriya ugratildiginda nekrotik bir hipersensitif reaksiyon
gelistirmektedir. Virls tasiyici proteini ve Tm2 arasindaki molekuler etkilesimden
kaynaklanan bu mekanizmalar kusurlu tasimayla sonuclanarak degisebilmis veya
Tm2 faktérl, normal tasiyici fonksiyonla iligkilendiriiememis ve yalnizca tasiyici
proteinin engelleyici bir fonksiyonu gibi rol oynamistir (15).

Konukgu Hipersensitif Reaksiyonuyla Sonuglanan Dayanikhlik

Tltinde N hipersensitif dayanikliik geninin varligi TMV kilf proteiniyle yapilan
degisikliklerle haritalanmistir. Ayrica PVX’nian kilf proteininin patateste Rx ve Nx
hipersensitif dayanikhlik genlerinin indiksiyonundan sorumlu oldugu gdésterilmigtir. Bu
bulgular, bitki dayaniklilik stratejilerinin, virls bilesenleri ve konukgu arasindaki tam
etkilesimlerin yokluk ya da varligiyla baglantilh oldugunu géstermektedir (15). Yapisal
olarak diger R gen drinlerine benzeyen Rx gen Urlnd, virisi HR bagimli yéntemle
sinirlar. Bununla birlikte gen Grin0 hicre 6ldirme yetenegine sahiptir. Direng
saglayan c¢ok sayida R genlerinin varligina ragmen, N ve Rx genleri disinda sadece
Tm-22 diger bir klonlanan virs direng genidir (31).

Bitki Antikorlariyla Dayanikhlik

Bitkilerde antikorlarin olugsmasi virslere ve diger patojenlere karsi dayanikhlik
gelistirmek igin alternatif bir uygulamadir. Artichoke crinkle mottle virus (ACMV)'ne
karsi yoneltiimis bir antikor zinciriyle eksprese edilmis transgenik thtin bitkisi bu
virise karsl oldukca ylUksek dayanikhliga sahip olmustur. Protoplastlarla yapilan
deneyler dayanikhihigin virls partikillerine kargi antikor zincirinin 6zel olarak
baglanmasiyla sonuglandigini saptamistir. Yapilan bir arastirmada (32), esnek bir
peptit badiyla birlikte baglanmis bir antikorun degisken agir ve hafif zincir
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bdlgelerinden meydana gelmis sentetik bir tek zincir molekdld kullaniimisg ve
transgenik tGtindeki fitokromlara karsi yoéneltmiglerdir. Transgenik bitkilerdeki
eksprese edilmig virlise 6zel antikorlar virlis yasam déngusini engellemek suretiyle
anahtar viral proteinlerin islevieriyle midahale igin potansiyel olarak kullanilmistir.
Ornegin, ¢cogalma proteinlerine 6zel olarak bagh olan antikorlar bu proteinleri inaktive
edebilmekte, viral replikasyonu engelleyebilmekte, virion demontaji (protein kilif ile
birlesememe) veya dayanikhlik saglamada kullanilan virs tasiyici proteinlerinin
baglanmasini durdurabilmektedir (15). Bu konuda yapilan bir ¢galisma, viral polimeri
taniyan veya diger tim katalitik viral protein iglevi géren monoklonal antikorlarin,
yapisal proteinlere baglanan monoklonal antikorlardan daha GOmit verici nitelikte
oldugunu ortaya koymustur (33).

Sonuc¢

VirGsler, kimyasal muicadelesi mimkin olmayan ve bitkilerde oldukgca 6nemli
zararlara neden olan patojenlerdir. Bu nedenle, virlis hastaliklariyla micadele zordur
ve zaman gerektiren bir ugrasidir. En etkili micadele yéntemi ise kultirel énlemler
(temiz Uretim materyali, asi ve budama aletlerinin dezenfeksiyonu vb.), capraz
koruma ve dayanikh ¢esit kullanmaktir.

Dayanikli gesitlerin kullanimi, virls hastaliklariyla micadelede olduk¢a 6nemli bir
konudur. Dayanikli cesitler, ginimuizde bircok virls hastaligina karsi kullaniimakta
ve basari saglamaktadir. Mevcut dayanikh cesitlerin kullaniminin yaninda islah ve
gen transferi yoluyla elde edilen dayanikli cesitlerin  kullanimi glinimuizde
yayginlagsmistir. Bilim adamlari genetik mihendisligi tekniklerine kadar gelisen
dayanikli cesit elde etme cabalarina ilk olarak bitkilerde virslere kargi bulunan
dayanikhlik mekanizmalarini anlamak ve incelemek suretiyle baglamislardir. Bu
baglamda virlslere Kkarsi bitkilerde hangi mekanizmalarin etkili oldugunu ve
molekiler olarak dayaniklihdin nasil gergeklestigini anlamak olduk¢a anlamlidir.
Dayanikhlik stratejilerini anlayip kavradiktan sonra ise islah yoluyla dayanikli bitkiler
elde edilmeye baglanmigtir. Ancak i1slah yéntemleri zaman alici oldugu igin artik gen
transferi metotlari Gzerinde calisiimaktadir.

VirGslere dayanikli transgenik bitki elde etme stratejileri, kisa slrede
gerceklestiriimesi, istenmeyen genlerin aktariima probleminin bulunmamasi ve farkh
tlrlerden bitkilere gen aktariimasi gibi yararlarin yani sira bircok endise ve tehtidi de
beraberinde getirmektedir. Bu risklerin basinda potansiyel toksisite, diger bitkilere
hedefsiz gen aktarimi, muhtemel yeni viris ve toksin olugsumu, genetik zenginligin
tehdidi ve kanser riski gelmektedir. Kisacasi transgenik bitkiler avantaj ve
dezavantajlan birlikte barindirmaktadir. Bunlarin disinda virGslere dayanikl itki elde
etme konusunda Tarkiye’de 6nemli engeller bulunmaktadir. Bu engellerin biyudk bir
kismi transgen teknolojilerinin uygulanmasinda yasanmaktadir. Tlrkiye'nin bu
konuda eksik oldugu ve sorun yasadigi durumlar insan kaynaklari, arastirmalarin
tesviki ve alet-ekipman imkanlar basliklar altinda toplanabilmektedir. Ulkemizde
transgen teknolojilerinin yakindan ilgili oldugu molekuler biyoloji ve biyoteknoloji
arastirmalarini yarttebilecek dizeyde yetismis insan oldukga azdir. Molekdler biyoloiji
ve modern biyoteknoloji arastirmalari agisindan cok énemli olan laboratuvar altyapisi
bakimindan da Ulkenin Glkenin durumu i¢ agici degildir. Bu alanda arastirma yapmak
isteyenler icin gerekli laboratuvar sayisi parmakla sayillacak kadar azdir. Buna
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karsilik PCR teknigi uygulayan laboratuvar sayisi artmaktadir, ancak sadece PCR
alinmasiyla yeterli bir laboratuar dizeyine ulasilabilecegini zanneden anlayistan
arastirma laboratuvari olma dizeyine ulasmak oldukga zordur. Laboratuvar altyapisi
kadar énemli bir bagka konu da gerekli olan malzeme butcelerinin Glkemizde c¢ok
distk ve gercekci olmamasidir. Bu durumun en énemli nedeni arastirma fonlarindan
temel arastirmaya ayrilan bitgelerin ¢gok distik dizeyde kalmasidir. Arastirmalarda
diger dnemli bir sorun da Ulkemizde arastirma gelenegdinin henliz yerlesmemesidir.
Belirli konularda yogunlasarak, uluslar arasi bilim dinyasinda yer alacak arastirma
merkezleri henlz uygulamaya konmamistir. Belirli merkezlerde olan altyapi insan
gucd birikimi, birbirinden uzak arastirma alanlarinda kullanildigindan ve arastiricilar
sik sik konu degistirdiginden gerekli kitle olusmamaktadir.

Tam eksikliklere ragmen, virlslere dayanikli bitki elde etme cabalari devam etmekte
ve basanl sonuglar alinmaktadir. Bu konuda ilerleme kaydedebilmek igin ise
eksiklerin tamamlanmasi konusunda gerekli énlemler acilen alinmali ve sorunlar
¢bzulmelidir. Unutulmamalidir ki, virislerle micadelede en énemli yéntemlerden biri
dayanikh c¢esit kullanmaktir.
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