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Viras Enfeksiyonlari ile Micadelede
Gen Susturulmasi ve Uygulamalari

Kemal Degirmenci', Filiz Ertun¢?

Ozet

Dogada bulunan bitkiler, patojenlerden kaynaklanan hastaliklardan olumsuz olarak
etkilenmektedir. Bu patojenler funguslar, bakteriler, fitoplazmalar, parazit yiksek
bitkiler, nematodlar, virlsler ve viroidlerdir. Bitkilerin ortak yasam alanlarini
paylastiklart bu patojenlerden zarar gérmemeleri ¢ogu zaman olanaksiz
bulunmaktadir. Dogada bazi bitkiler insanoglunun herhangi bir midahalesi olmadan
bu enfeksiyonlara ragmen canliliklarini devam ettirebilmektedir. Bu tir érnekler bize
bitkilerde patojenlere karsi dogal savunma mekanizmalarinin bulundugunu
gbstermektedir. Bu dogal savunma mekanizmalari; bitkilerin sahip olduklar fiziksel
engeller, patojenlerin girisini engelleyen biyokimyasal reaksiyonlar, patojenin
girisinden sonra bitkinin salgiladigi toksik bilesikler, enfeksiyondan sonra salgilanan
bazi enzimlerin fonksiyonlar ve kalitsal dayanikhlik mekanizmalari geklinde
siralanabilir. Bu dayanikliik mekanizmalari bugin artik genetik kurallar ile
aciklanmaktadir. Yapilan genetik calismalarda bitki patojeni virlsler tarafindan
enfekte edilmis bitki hiicresinde viral dsRNA ¢ogalmasinin bu hiicrede viral ssRNA'yI
hedef alan siRNA /RNase komleksinin olusmasina sebep oldugu ortaya koyulmustur.
Bu tUr calismalar sonucunda bitki patojeni virslerin micadelesinde gen susturulmasi
mekanizmasinin kullanilabilecedi anlasiimistir.

Giris

Dogada bulunan bitkiler, patojenlerden kaynaklanan hastaliklardan olumsuz olarak
etkilenmektedir. Bu patojenler funguslar, bakteriler, fitoplazmalar, parazit yiksek
bitkiler, nematodlar, virisler ve viroidlerdir. Bitkiler 100.000 fungus, 2.500 parazit
yUksek bitki, 1.000 viris ve viroid, 500 prokaryotik tek htcreli parazit ile iginde
bulunduklari ortami paylasmak ve hatta onlarla rakabet etmek zorundadirlar
Bitkilerin ortak yasam alanlarini paylastiklari bu patojenlerden zarar gérmemeleri
¢ogu zaman olanaksiz bulunmaktadir. Bir bitki tirl ¢ok sayida patojen ile enfekte
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edilebildigi gibi, tek bir patojenle de enfekte edilebilmektedir (1). Dodada bazi bitkiler
insanoglunun herhangi bir muldahalesi olmadan bu enfeksiyonlara ragmen
canlihklarini devam ettirebilmektedir. Bu tlr érnekler bize bitkilerde patojenlere karsi
dogal savunma mekanizmalarinin bulundugunu géstermektedir. Bu dogal savunma
mekanizmalari; bitkilerin sahip olduklan fiziksel engeller, patojenlerin girisini
engelleyen biyokimyasal reaksiyonlar, patojenin girisinden sonra bitkinin salgiladigi
toksik bilesikler, enfeksiyondan sonra salgilanan bazi enzimlerin fonksiyonlar ve
kalitsal dayaniklihk mekanizmalari seklinde siralanabilir (2). Bu dayanikhlik
mekanizmalari bugln artik genetik kurallar ile agiklanmaktadir. Yapilan genetik
calismalarda bitki patojeni virlsler tarafindan enfekte edilmis bitki hlicresinde viral
dsBRNA c¢ogalmasinin bu hicrede viral ssBRNA'yi hedef alan siRNA /RNase
komleksinin olusmasina sebep oldugu ortaya koyulmustur. Bu tlr calismalar
sonucunda bitki patojeni virlslerin micadelesinde gen susturulmasi mekanizmasinin
kullanilabilecegi anlasiimistir (3).

Bitki Patojeni Viruslerle Konvansiyonel Micadele Yontemleri

VirGslerin morfolojik yapilari, enfeksiyon dncesi tasinma mekanizmalari, enfeksiyon
mekanizmalari, bitki icerisinde ¢odalma ve yayllma mekanizmalarinin kendine has
6zellikler tagsimasindan dolay! bu patojenler ile kimyasal micadele mimkin degildir.
Virtsler ile kimyasal muicadele indirekt olarak vektdrlere karsi yapilmaktadir. Ancak
Ozellikle kultar bitkilerinde bu patojenlerin vektdrlerine kargi kimyasal micadele
yapllmis olmasina ragmen viris ve viroid hastaliklarinin dogada siddetli
enfeksiyonlar gerceklestirmeleri engellenememektedir. Bu durum 6zellikle kualttr
bitkilerinde sikca gértlmektedir. Bu da virlslerin ve viroidlerin vektérlerinin cok etkili
ve dinamik olduklarini ve dogada tasinma yollarinin c¢ok etkili oldugunu
gOstermektedir. Bu tir &rnekler bu patojenlerle micadelede vektérlere karsi da
yUrGtllen kimyasal micadelenin yeterli olmadigini géstermektedir (1).

Virls ve viroid hastaliklarina kargi micadele ydntemlerinden bir tanesi de bu
patojenlerden ari materyal Gretilmesi ve yetistiriciligin bu materyaller ile yapiimasidir.
Gerek tek yillik gerekse cok yillik bitkilerde Gretim materyalinin virislerden ari olmasi
virUsler ile micadelede 6nemli bir asamadir. Bu durum kaltdr bitkilerinde 6zellikle tek
yillhk bitkilerde vejetasyon silresinde virlis enfeksiyonunu geciktirici bir etkiye sahiptir.
Ancak dinamik ve etkili taginma yollarina sahip olan virGslerin baslangigta virlisten ari
olan bu bitkileri vejetasyon siiresince enfekte etmeleri kuvvetle muhtemeldir. Ozellikle
cok yilhk bitkilerde dogal enfeksiyonun oldugu durumlarda bu enfeksiyonun
kacinilmaz oldugu disunulmektedir. Viristen ari materyal Gretimi de virUslere karsi
mucadelede enfeksiyonu geciktirse de kesin bir ¢ézim dedgildir.

Virtslerle micadelede eskiden beri uygulanan bir ydntem de ¢apraz koruma (cross
protection) yéntemidir. Bu ydntem bir bitkide siddetli enfeksiyon olusturma 6zelligine
sahip bir viris tarafindan enfekte edilmeden 6nce o virlisin zayif straininin bitkiye
veriimesi ve bu sayede siddetli strainin bitkiyi enfekte edememesi esasina
dayanmaktadir. Bu yéntemin gerek tek yillik bitkilerde gerekse ¢ok yillik bitkilerde
basarill uygulama 6érnekleri bulunmaktadir. Ancak her virisin kendine has zayif
straininin bulunmamasi, yéntemin mekanizmasindaki bazi riskler ve ydntemin
uygulama zorlugu bulunmaktadir. Bu gibi dezavantajlar bu ydntemin de virGslerin
mucadelesinde yeterli olmadigini géstermektedir (4).
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Bitki virGsleri ile micadelede en etkili yollardan bir tanesi virlis hastaliklarina karsi
dayanikh bitkilerin kullaniimasidir. Dayanikli bitkilerde, bitkinin bir enfeksiyonla
karsilasmasi durumunda patojen bitki iliskisinin bitkinin lehine degiserek bitkinin bu
enfeksiyona karsi koyabilmesi gerekmektedir. Dayaniklihk bitkinin dogal yapisinda
olabildigi gibi sonradan kazaniimis da olabilmektedir. Bitkilerde dayanikllik sadece
bitkinin genetik yapisina bagl degildir. Bu durumda patojenin kalitsal 6zellikleri de
6nemli rol oynamaktadir. Burada bitkideki dayaniklihdi, konukgu ile patojenin genetik
Ozellikleri arasindaki interaksiyon belirlemektedir. Bitkide enfeksiyonun gelismesinde
ve enfeksiyon sonrasi gelismelerde bitkinin dokusal ve biyokimyasal yapisi 6nemlidir

(1).

Bitki Patojeni Virlislerde Gen Susturulmasi

Son yillarda virGs hastaliklarina karsi kullanilan savunma mekanizmalarindan birisi
de gen susturulmasidir. Gen susturulmasi bitkilerin yapisinda bulunan bitki hiicresine
giren herhangi bir yabanci gene karsi geligtirdikleri dogal bir savunma
mekanizmasidir. ssSRNA veya dsRNA'larin dicer ile kesilmesi sonucu olusan 18 -25
nikleodit uzunlugunda kotlama yapma kabiliyeti olmayan ve hentz fonksiyonlari tam
olarak bilinmeyen dsRNA yapisindaki kiicik RNA'larin rol oynadigi bu mekanizmaya
genel anlama gen susturulmasi adi verilmektedir. Gen susturulmasi gen
aktivasyonunu degistirmek veya azaltmak amaciyla kullanilan bir tekniktir. Bu teknik
insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde ve bdceklerde genlerin kesfi ve fonksiyonlarinin
tanimlanmasi icin kullaniimaktadir (5). Gen susturulmasinin bitkilerde genlerin
yapisina ve cesitliligine bagh olarak ¢ok farkli tiplerinin oldugu gériimustir. Fakat
Benzer genlere bagli gen susturulmasi (homolog-depent gene silencing — HPGS)'nin
genel olarak iki tipi bulunmaktadir. Bunlardan ilki transkripsiyon asamasindaki gen
susturulmasi (transkriptional gene silencing - TGS), ikincisi ise transkripsiyon sonrasi
gen susturulmasi (post-transcriptional gene silencing — PTGS) olarak adlandiriimigtir.
Bunlara ek olarak gen sessizlesmesinin bir diger mekanizmasi da DNA metilasyonu
olayidir. DNA'nin metilasyonu gen anlatimini kontrol eden htcresel bir epigenetik
programdir. Bu mekanizma ilk defa transgenik bitkilerde viroid cDNA’sinda tespit
edilmistir.

Gen Susuturulmasinin Tarihgesi

1928 vyilinda Tobacco ring spot virus ile enfekte edilen tOtin bitkilerinde
dayanikhliklar tespit edilmistir. Bu calismadan sonra virls enfeksiyonlarinda buna
benzer dérnekler bircok calismada tanimlanmistir. Ancak bu calismalar o yillarda gen
susturulmasi olarak tespit edilememistir. Fakat bu ve benzeri calismalar daha sonraki
yillarda gen susturulmasinin tipik acgiklamasi olarak varsayllmiglardir. Gen
susturulmasinda sistemik g¢alismalar transgenik bitkilerin elde edilmesi ile birlikte
baslamistir (6). 1990 yilinda bu mekanizma daha koyu renkte petunya cicegi elde
edilmeye calisilirken beyaz-mor alacali renkte ciceklerin elde edilmesi ile fark
edilmistir. Bu calismada kalkon sentezleyen genlerin tesvik edilmesi ile daha koyu
mor renkli petunyalar elde edilmeye cahsiimistir. Ancak kalkon sentezleyen ig
genlerin susuturulmasi neticesinde beyaz ve degisik renkliligin olustugu gortlmustar.
1992'de Doughherty ve arkadaslari; titlin bitki genomlarinda aktarilamayan potyvirls
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frangmentlerinin bitkide virise karsi dayaniklilik olusturmanin yaninda, viral RNA'nin
degretasyonu ile iligkili olduklarini tespit etmistir. Bu tespitten birkac¢ yil sonra gen
susturulmasinda RNA degratasyonunun spesifik kisa dsRNA'larin birikmesine yol
actigi tespit edilmistir. Bu spesifik kisa dsRNA'lar simdi kisa interferin RNA (siRNA)
olarak bilinmektedir. Bu bulgular bitkilerde gen susturulmasinda sistemik ¢alismalarin
baslamasini tesvik etmistir (7). 1995 yilinda yapilan caligsmalarda C.elegans'larda
sense RNA'nin gen susturulmasini tesvik ettigi tespit edilmigtir. Bu ¢alismalarda gen
susturulmasi asRNA kullanarak saglamaya calisiimis ancak, bir kontrol olarak sense
RNA kullanildigi zaman susturmanin saglandigr géralmusttr. 1998 yilinda Fire ve
arkadaslan C.elegans'lar ile yaptiklari calismada asRNA'nin gen susturulmasini
tesvik etmesine ragmen dsRNA’'nin daha etkili olduklarini tespit etmislerdir. Bu tespit
ile birlikte RNAIi terimini bu strece dahil etmislerdir. 1998 yilina kadar degisik
arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda; transgenler ve iggenler ile virtsler
arasinda benzer sekanslar Uzerinde yapilan ¢alismalardan virlsler tarafindan tesvik
edilen gen susturulmasi (Virus induce gene silencing — VIGS) sistemi gelistirilmistir.
Ve bu sistemin Transkripsiyon sonrasi gen susturulmasi (Post Transcriptional Gene
Sielencing - PTGS) mekanizmasina sebep oldudu tespit edilmistir. PTGS'lerin
molekiler mekanizmalari Gzerine ilk bulgular 1999 yilinda Hamilton ve Baulcombe
tarafindan bitkilerde yapilan calismalarda elde edilmistir. Bu calismalarda 18-25 nt'lik
siRNA'la rnin gen susturulmasini tegvik ettikleri belirlenmistir. 2000 yilinda yapilan
calismalarda eukoryatik tlrlerinde yaygin olarak bulunan gen susturulmasinin degisik
tipleri olan yardimci baskilama (co-suppression), RNAi, quelling ve VIGS'in
mekanizmalarinin birbirine benzedigini ortaya koyulmustur. BUtin bu calismalara
ilave olarak gen susturulmasina gercek vurgu Andrew Z. Fire tarafindan 2006 yilinda
yapiimistir. Bu bilim adami Caenorhabditis elegans nematod'larinda RNA interferas
lari kesfederek gen sessizlestiriimesinin mekanizmasina dikkatleri cekmis ve Nobel
O6dulane layik géralmastdr (8, 9).

Bitki Patojeni Virlislerde Gen Susturulmasinin Mekanizmalari

Gen susturulmasinin esasi sitoplazma ile cekirdek arasinda ve bazen de uzak
mesafelerde ki hicreler arasinda mobil susturma sinyallerinin olusturulmasina
dayanmaktadir. Bu mobil sinyaller kisa RNA (si-RNA, miRNA ve ta-siRNA)'lar
tarafindan olusturulmaktadir. Gen susturulmasinin  birgok tipi bu sisteme
dayanmaktadir. Gen susturulmasinin bu mekanizmalarinin anlasilmasi igin birgok
makale ve calisma yapilmistir. Gen susturulmasinin bir veya birkag¢ tipi tarafindan
kontrol edilen maddeler mobil genetik elementler, virGslerden kaynaklanan
elementler veya bitkide olmasi gereken yerde olmayan dogal olarak rastlanan nikleik
asitler olabilmektedir. Gen susturulmasinin bitkilerde bitki patojen virtslerine karsi en
¢ok uygulanan tipi Benzer Bagli Genlerin Susturulmasi (Homolog - Depent Gene
Silencing - HPGS) mekanizmasidir. Bu mekanizma igerisinde bitkilerde oldukga
yaygin olarak gérilen gen susturulmasi mekanizmalari ise Transkripsiyon Sonrasi
Gen Susturulmasi (Post-Transcriptional Gene Silencing — PTGS) ve Transkripsiyon
Sirasinda Gen Susturulmasi (Transkriptional Gen Silencing— TGS) mekanizmalaridir.
PTGS ve TGS'ler bitki veya bitki viral kromosomu igerisine entegre olmus nikleik asit
girisi ile iligkilidirler. TGS'lerin mekanizmasi hicre c¢ekirdeginde mRNA'nin
translasyonunun miRNA ve onun tamamlayici ¢ifti tarafindan baskilanmasi esasina
dayanmaktadir. Bu interaksiyon hedef mRNA'nin degrede olmasina veya dogrudan
translasyonunun bloke olmasina neden olur. PTGS mekanizmasinda ise genler

38



kopyalanmakta fakat kopyalanan genler degrede olmaktadir. Benzer ic genlerin
variginda da transgenler PTGS'ye maruz kalabilmektedir. Bu tespit bize
transgenlerin kendi kendilerine PTGS mekanizmasini aktive edebilmekte olduklarini
gbstermektedir. Son yillarda Uzerinde durulan bu mekanizmalar PTGS'nin temel
mekanizmasini olusturmaktadir. PTGS benzeri mekanizmalarin tir sinirlamasi
olmaksizin birgok bitkide gértilmesi, PTGS'nin temel RNA bozulmasinin bir sonucu
oldugunun bir ispatidir. PTGS'ler genomlarda transgenik entegrasyonlar ile
baglantilidir. Tipik transformasyonlarda degisebilen miktarlardaki transformatlar
yardimci baskilayici (co-suppression) etki géstermektedirler. Transgenlerin yardimci
baskilayici (co-suppression) icin fonksiyonel protein kopyalayamamalar da PTGS'nin
DNA ve RNA'nin temel bir fonksiyonu oldugunu gdésteren bir baska kanittir. Gen
susturulmasinin bitkilerde en az ¢ mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlar sitoplazmik
RNA susturulmasi (PTGS), icgen mRNA susturulmasi (TGS) ve DNA metilasyonu ile
transkriptional baskilamadir (7).

Sitoplazmik RNA Susturulmasi (PTGS)

Bu mekanizma sitoplazmada benzer icgen RNA'lari ve transgen RNA'lari hedef
almaktadir. PTGS transgenlerin kopyalanmasinin devami ile iligkilendiriimektedir.
PTGS mekanizmasi sitoplazmada RNA virsleri tarafindan tetiklenebilmektedir. Bu
mekanizma genellikle transgenik ve virls enfekteli bitkilerde siRNA Grini tarafindan
yuritilmektedir. Bu gen susturma mekanizmasi bitki viral RNA suturulmasinin en
yaygini ve en iyi bilinenidir. Viral genomik RNA ile enfekteli bitki hiicresi RNA bagl
RNA polimeraz (RdRp) enzimi Gretmektedir. Bu RdRp enzimi bir kalip RNA
kullanarak dsRNA'yl sentezlemektedir. Bu RNA dicer olarak bilinen RNase Il
enziminin Uretimi igin substrate saglamaktadir. Dicer enzimi ise dsRNA ile kontak
kurarak dsRNA'y1 18 - 25 nt'lik kiiclk pargalara ayirmaktadir. Bir adim sonrasinda
olusan siRNA'nin rehber olarak adlandirilan iplikgiklerinden biri tamamlayici olarak
RISC (RNA Induce Silencing Complex) ile birlesmektedir. siRNA'nin diger iplikgigdi
RISC'den ayrilir ve degrede olur. RISC'in bir bileseni de 6zel Argonaut (Ago)
proteinidir. Ozel protein Argonaut sadece RISC’in protein parcasini 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 susturulmus
olur. Bu sekilde mekanizma tamamlanmakta ve hedef viral RNA islevini
kaybetmektedir.

Bdylece hlcrede viral ssRNA'dan sentezlenen dsRNA birikmesi engellenmis olur. Bu
mekanizmada siRNA'nin ana kaynagr RdRp enzimi tarafindan sentezlenen viral
dsRNA'lardir. Ancak hlcrede Uretilen siRNA'larin sadece %20'sinin viral dsRNA
kaynakli oldugu tespit edilmistir. siRNA'larin geriye kalan %80'i viral genomik tek
sarmal RNA'dan dretilmektedir. Bitkilerde PTGS'nin 6éngdrilen degisik mekanizmalari
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar; VirGsler Tarafindan Tegvik Edilen Gen
Susuturulmasi  (VIGS), Viral Transgenler Tarafindan Tesvik Edilen RNA
Susturulmasi, Viral Olmayan Transgenler Tarafindan Tesvik Edilen RNA
Susturulmasi ve Dogal RNA lyilesmesinin Olugmasi gibi mekanizmalardir (10-12).
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miRNA Trafindan Gerceklestirilen icgen mRNA Susturulmasi (TGS)

TGS mekanizmasi PTGS mekanizmasinin aynisidir. Bitkiler ¢ekirdekte replike olan
DNA virtslerinden Cauliflower mosaic viris gibi bir virls ile enfekte olduklarinda bu
virisdeki 35S promotoru transgenlerin TGS mekanizmasini tetiklemektedir. Bu
durumda transgenlerin PTGS mekanizmasi RNA iceren 35S RNA sekanslari
tarfindan tetiklenir. Benzer durum bitkiye entegre edilmis transgenlerin promotor
sekanslarini iceren RNA virUsleri iginde gegerlidir. Ancak transgen durumunun séz
konusu olmadigi durumlarda RNA virlslerinde RNA sitoplazmada replike oldugundan
DNA metilasyonunun veya TGS'nin baglamasi igin c¢ekirdede giris yapilmahdir.
TGS'ler c¢ekirdekte susturulmus genlerin  kopyalanmasinin  azaltiimasi ile
tanimlanmaktadir ve etkilenmis lotuslarin promotor bdlgelerinin metillenmesi ile
iligkilidir. Bu mekanizmada hicredeki mRNA'nin translasyonu miRNA ve onun
tamamlayici c¢ifti tarafindan baskilanmaktadir. Bu interaksiyon hedef mRNA'nin
degredasyonunu tesvik eder veya dogrudan translasyonunu bloke eder. Hlcrede
miRNA'lar 120-150 nt'lik translasyonu yapilamayan kopyalardan Uretilmektedir.
miRNA'larda siRNA'lar gibi 18 - 25 nt'lik olarak dicer enzimi tarafindan Uretilen
dsRNA'lardir. miRNA'lar ilk olarak C.elegans'larda tanimlanmistir (13).

DNA Metilasyonu ve Kopyalanmanin Baskilanmasi

Bu mekanizma ilk olarak viroid cDNA'sini bulunduran transgenik bitkilerde tespit
edilmistir.  Transgenik bitkilerde yUkseltimis kopyalama viroid cDNA'sinin
metilasyonunu tetiklemektedir. cDNA'nin metilasyonu ve promotorlarin kopyalanmasi
6zel siRNA'larin ve degistirilmis histonlarin gerekliligini géstermektedir. Bu durum
kromatin asamasindaki gen susturulmasinin hiicre genomlarini transposanlara karsi
korudugunu dusundtrmektedir (14).

Bitkilerde Antiviral Savunma Mekanizmasi Olarak PTGS
Uygulamalari

Virasler Tarafindan Tesvik Edilen Gen Susturulmasi (VIGS)

VirGsler tarafindan Tesvik Edilen Gen Susturulmasi (VIGS) son yillarda bitki
genlerinin  fonksiyonlarinin tanimlanmasinda kullanilan bir mekanizmadir. Bu
mekanizma infekteli konukgu genlerinin sekanslarini tagiyan rekombinant virls
vektdrlerinin tanimlanmasi ile birlikte ifade edilmeye baslanmistir VIGS diger metotlar
ile kargilastirildiginda basit uygulamasi, hizi ve sonu¢ vermesi ile bitki
transformasyonunda uygun bir metottur.

Bu ylzden VIGS Nicotiana benthamiana, arabidopsis, tomato, barley, legume,
cassava ve diger bitkilerde olmak Uzere genis bir bitki dizisinde kullanilan bir
mekanizmadir (9, 15-19). Molekiler biyolojinin ve biyokimyanin gelismesi ile VIGS'in
mekanizmasinin anlagiimasi daha kolaylasmistir. Degisik bitki tUrlerine ve yeni
enfeksiyon metotlarina uygun vyeni VIGS vektérleri gelistiriimistir. Enfeksiyon
uygulamalar farkli bitki organlarinda denenmistir (20).
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VIGS'in Mekanizmasi

VIGS mekanizmasinin esasi benzer nikleer genlerin ve viral kopyalanmanin
degrede olmasini saglayan viris enfeksiyonu tarafindan tesvik edilen RNA
susturulmasi strecidir. VIGS bitkilerde PTGS, funguslarda quelling ve hayvanlarda
RNA interferans olarak bilinen bir RNA susturulmasi mekanizmasidir. VIGS'in
mekanizmasi ¢ asamadan olusmaktadir. Bu asamalar; gen susturulmasinin tesvik
edilmesi, susturma sinyalinin olusturulmasi ve gen susturulmasinin yayilmasi
asamalarnidir. Birinci asamada dsRNA'lar gen susturulmasini ana faktértdur.
dsRNA'lar RdRp enzimi tarafindan viral enfeksiyon sonucu hicreye giren viral ssRNA
dan sentezlenmektedir. Sonra bu dsRNA'lar Dicer benzeri (DCL) enzimler tarfindan
taninir ve 18 - 25 nt lik kigik RNA (siRNA)'lara bélinmektedir. dsRNA formasyonlari
farkli virGslerde dedisiklik gdstermektedir. RNA virGslerinde dsRNA direk viral
ssRNA'dan RdRp enzimi tarafindan sentezlenmektedir. Ancak DNA virUslerinden ds
RNA indirek yollardan bilinmeyen bir mekanizma ile saglanmaktadir. iki parcali
ssDNA yapisina sahip olan geminivirtisler dsRNA formu igin bu yolu kullanmaktadir.

Bu sentez sirasinda bu gibi DNA yapili virisler RdRp6, putative RNA helicase
(SDE3), Argonaute1 (Ago1) ve SGS3 enzimlerine gereksinim duymaktadir. ikinci
asamada; gen susturulmasi sinyal serisinin ¢ogaltimi yapilmaktadir. Viral ssRNA'lar
bir kalip olarak kullanilir ve elde edilen siRNA'larin antisens kollari RdRp tarafindan
yeni dsRNA'larin sentezlenmesinde kullanilir. Yeni dsRNA'lar, daha ¢ok siRNA'nin
dretimi icin tekrar harekete gecer ve sire¢ bu sekilde tekrarlanarak devam eder. Bu
surecte binlerce siRNA dretilir. RISC ile birlesen c¢ift iplikgikli sSiRNA’nin antisens kolu,
RISC'in hedef RNA ile birlesmesinde tamamlama bdlgesinde bir alanda hedef
RNA'nin kesilmesine yardimci olur. Bu déngu devam ettirilerek hedef RNA'nin
degretasyonu bitkinin her tarafina yayilmaktadir (20).

VIGS'in Vektorleri

VIGS vektéri olarak ilk kez phytoene desaturaz geninin fragmentlerini tasiyan
Tobacco mosaic virus (TMV) ayni genin titin bitkilerinde susturulmasi icin N.
Benthamiana bitkilerinin enfeksiyonlarinda kullaniimistir. Bu uygulamadan sonra
degisik bitkilerde VIGS'in uygulanmasinda bir ¢ok virlis vektér olarak gelistiriimis ve
uygulanmigtir. VIGS mekanizmasinda kullanilacak uygun vektérin secilmesinde;
vektdrin konukgu dizilisine, susturmanin etkinligine, vektoriin gavenirlik 6zelligine ve
diger faktorlere dikkat edilmelidir. VIGS uygulanmasinda uygun vektdriin segilmesi
cok 6nemlidir. N. Benthamiana ile VIGS calismalarinin ilk dénemlerinde TMV ve
PVX'in bir VIGS vektéri olarak uygunlugunun, tekrarlanabilirliginin, etkinliginin ve
kaliciiginin yeterli oldugu tespit edilmistir. Daha sonra VIGS igin iyi bir vektdr olarak
Tobacco rattle virus (TRV) gelistiriimistir. TRV birden ¢ok genom kompanentlerine
sahip ve cok sayida bitkiyi enfekte edebilme 6zelliginden dolayi iyi bir vektér olarak
tanimlanmistir.  Gelistirilen pYL156 ve pYL279 TRV vektorleri bircok iggenin
susturulmasinda basarili sonuglar vermigstir. Dikotiledon bitkilerde TRV vektorleri en
¢ok tercih edilen vektorlerdir (9, 21). Monokotiledon bitkilerde de Barley stripe mosaic
virtis ve Brome mosaic virus vektdr olarak gelistirilen virtslerdir. Gelecedi parlak
olarak gérllen bir bagska vektérde TMV'nin U2 straininin satellit RNA'sindan
gelistirilen vektdrdir. VIGS vektéri olarak DNA virGslerinden geminivirlisler de
kullaniimaya baslanmistir. Tomato golden mosaic virus (TGMV) ve Cabbage leaf curl
virus (CaLCuV)'leri de PDS ve Chlorata 42 (CH42) genlerinin susturulmasinda
kullaniimaktadir.
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ilave olarak Tomato yellow leaf curl geminivirus (TYLCV) ile iligkili stallite ssDNA —
(singel strand DNA- B) N. Benthamiana bitkilerinde PDS, green floresan protein
genleri (GFP) ve proliferating cell nuclear antigen genlerinin (PCNA) susturulmasinda
kullanilan yeni vektérler olarak bildirilmistir. Poplar mosaic virus (PMV) odunsu
bitkilerde, Pea early browning virus (PEBV) bakliyatlarda, African cassava mosaic
virus (ACMV) manyoklarda VIGS vektérl olarak kullanilan diger virlsler olarak
belirlenmisgtir.

VIGS calismalarinda bitkinin enfekte edilmis bdlimleri, viral vektérin etkinligi ve
susturmayi engelleyen ajanlar birlikte g6z 6nliinde bulundurulmalidir. Ornegin PVX
meristem dokusunu enfekte edememektedir, ¢inkl bu vektdr henlz gelismekte olan
dokularda gen fonksiyonlarini tanimlamada uygun degildir. Ancak TRV vektérl
meristemdeki susturulma sinyallerine ulasabilmekte ve yénlendirebilmektedir. Ylksek
etkili bir vektér sahip oldugu iki gen sekansinin insértd ile ayni anda iki geni
susturabilmektedir. VIGS mekanizmasinda TGMV ve CalLCuV virls vektdrlerinin ikili
vektdr olarak kullanilabildigi belirtiimistir (21, 20).

VIGS'in Metodolojisi

Bitkilerde bu mekanizmanin iglemesi icin 6ncelikle susturulacak genin belirlenmesi
gerekmektedir. Bitkilerde i¢ gen susturulmasinin tetiklenmesi igin ilgili genin
fragmentlerinin VIGS vektérine aktarilmasi gerekmektedir. Sonra recombinant vektor
Agrobacterium'a transfer edilmektedir. Daha sonra bitkiler recombinant VIGS
vektérlerini taglyan Agrobacterium ile inokule edilirler. inokulasyondan birka¢ hafta
sonra bitkilerde hedef genlerin susturuldugu gérilmektedir. Bu calismada
uygulamanin her agsamasinda yiksek susturma etkisinin korunmasi icin bazi faktérler
g6z 6nlinde bulundurulmali ve optimizasyon yapilmalidir.

Benzer genlerin boyutlarinin biyikligi VIGS'in etkinligini etkilemektedir. i¢ genlerin
etkili susturulmasinin saglanmasi i¢in 300-800 bp en uygun buyudkliktir. Eger boyut
1.5 kb’i gegerse virls yayllamaz ve blyUk oranda insértini kaybeder. Etkili susturma
icin en dusidk boyut ise 23 bp olarak belirlenmistir. VIGS uygulamalarinda dikkat
edilmesi gereken faktbrlerden bir tanesi de susturmak icin hedeflenen genin
bdlgesidir. VIGS galismalarinda recombinant vektor yapilandirilarak, Agrobakterium'a
transfer edilmektedir.

Daha sonra enfeksiyon metodu secilmektedir. Enfeksiyon icin bircok metot
kullaniimaktadir. ilk kullanilan metotlar kiirdan kullanimi  ve microprojectile
bombardiman metotlandir. Son zamanlarda vakum infiltrasyon, siringalama ve sprey
metotlari kullaniimaktadir. Son zamanlarda bitkilerin 6zel organlarina enfeksiyon
yaklasimi gelistirilmistir. Yapilan bu calismalarda domates meyve dokularina, meyve
sapina enfeksiyonlar uygulanmistir. Gen susturulmasinin etkisini ¢evre sartlar
etkileyebilmektedir. Cevre sartlari bitkinin gelisimini etkiledigi gibi virlsin bitkide
yayllmasini da etkilemektedir. Sicaklik susturmanin etkinligi icin en &nemli
faktorlerden bir tanesidir. VirGsler ile enfekteli bitkilerde genellikle yliksek sicakliklar
simptom azalmasina sebep olmaktadir. Genellikle TRV ile enfekteli domates
bitkilerinde VIGS'in 15-21 derecelerde etkili oldugu saptanmistir (22, 23, 3).
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Sekil 3 VIGS'in bitkilere uygulanma sekilleri

Viral Transgenler Tarafindan Tesvik Edilen RNA Susturulmasi

Bu mekanizma PTGS'nin olusmasini saglayan mekanizmalardan bir tanesidir. Bu
mekanizmada PTGS'nin viral transgenler tarafindan tesvik edildigi distintlmektedir.
Transgenik bitkilerde bitki virls genomunun bir bdlgesinin ifade edilmesi sonucu
bitkilerde virUslere karsi dayanikhhidin olustugu ifade edilmektedir. Dayaniklihdin
bircok durumunda viral transgenik proteinlerin ifadesine gerek duyulmadan transgen
viral RNA tarafindan dayanikllik saglanmaktadir. Viral sekuensleri iceren
transgenlerin transgenik bitkilerde ylksek seviyede bulunmasi ile PTGS aktive
edilmektedir. Bu durumun sonucunda dayanikli fenotipler olusmaktadir. Bu viral
transgenler tarafindan tesvik edilen PTGS 6zel viral hedef RNA'sinin hizli bir sekilde
bozulmasina neden olur (8, 24, 6).

Viral Olmayan Transgenler Tarafindan Tesvik Edilen RNA Susturulmasi

Viral transgenler tarafindan tesvik edilen gen susturulmasina benzer bir mekanizma
eger virls transgenler ile benzer geni tagiyorsa viral olmayan transgenler tarafindan
da saglanabilmektedir. Ornegin beta — glucuronidase (GUS) kotlayan raportér gen
icin post transcriptional olarak susturulmus olan bir transgenik titin bitkisinde ayni
GUS geni tasiyan PVX vektdrinin enfeksiyonuna karsi dayaniklilik tespit edilmigtir.
Bu tip viral dayanikhliklar PTGS ile susturulmus transgenik bitkilerde virlis sekanslari
ile benzer genlerin olmasi durumunda her zaman olugsmaktadir. Transgenler
tarafindan tesvik edilen bu tip PTGS'lerde viral RNA acgikga hedef olarak
belirlenmektedir (25).

43



Dogal RNA iyilesmesinin Olugsmasi

Bu tip PTGS, transgenik olmayan bitkilerin belirli bir RNA veya DNA virtsleri ile
enfeksiyonu tarafindan tesvik edilmektedir. Bu durum PTGS'nin bitkilerde virls
enfeksiyonlarina kargl dogal bir savunma mekanizmasi oldugunun bir kaniti olarak
kabul edilmektedir. Bu mekanizma VIGS'in mekanizmasi ile benzemektedir. Bu
durumdaki bir PTGS ancak bitki genomu ve tesvik edici virls arasinda herhangi bir
benzerlik olmadigi durumlarda gérilmektedir. Burada VIGS'de oldugu gibi bitki
genomu ile virGs arasinda herhangi bir benzerlik yoktur. Viral RNA sadece hedef
olarak secilmistir (26, 27).

PTGS Mekanizmasinin Bazi Elemanlari ve Fonksiyonlari

Dicer

Dicer enzimi ilk olarak Drosophila hicrelerinde tanimlanmigtir (28). Bu enzime
benzer bitki enzimleri Dicer benzeri enzimler (DCL) olarak bilinmektedir. Dicer geni
insan hicrelerinde, fare hucrelerinde ve nematod hicrelerinde bir kopyada
bulunmaktadir. Bécek (Drosophila melanogaster) ve fungus hicrelerinde ise iki
kopyada bulunmaktadir. DCL geni bitkilerde bol miktarda bulunmaktadir. Arabidopsis
thaliana genomlarinda dért adet, Populus trichocarpa genomlarinda bes adet ve
Oryza sativa genomlarinda alti adet DCL geni bulunmaktadir (29). DCL enzimlerinin
fonksiyonlari A. thalianada tanimlanmistir. Batin DCL enzimleri dért tipte
siniflandirimigtir. DCL1 miRNA biogenesislerin Gretiminde kullaniimaktadir. DCL2
viral dsRNA'lardan siRNA (retiminde kullaniimaktadir. DCL3 kromatinlerin
modifikasyonunda kullaniimaktadir. DCL4 ise trans-acting siRNA (ta-siRNA)
Uretiminde rol oynamaktadir. DCL1, DCL2, DCL3 ve DCL4 genleri genomda tek
kopya olarak bulunmaktadir.

Gizelge 1 DCL enzimlerinin fonksiyonlari (yeniden olustur)

DCL1 | RNase lll, dsRNA-binding, miRNA miRNA, siRNA
chelicase with the DEAD box, PAZ, | synthesis
DUF283
DCL2 | RNase lll, dsRNA-binding Synthesis  of | Viral dsRNA,
21 nt. SiRNA | si RNA
DCL3 | RNase lll, dsRNA-binding Synthesis  of | Chromatin
24 nt. Si RNA
DCL4 | RNase Ill, dsRNA-binding, Synthesis  of | Ta-si RNA,
Chelicase, paz 21 nt. SiIRNA | PTGS

Memelilerde ve bitkilerde dicer genlerinin farkhligi hicre kopyalanmasinda farkli
stratejilerin kullanildigini géstermektedir (30). DCL'lerin yapisinda c¢ekirdede lokal
sinyal bélgeleri (NLS), iki helikas alani (DExC ve C), PAZ alani (PIWI, Argonaute ve
ZWille), iki alan RNase Ill (alan a ve b) ve iki alan da dsRNA baglayici sekansi
bulunmaktadir.
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NLS Chelicase PAZ RNase Ill dsRNA-binding

nenni

Sekil 4. DCL enziminin genel yapisi ( yeniden olustur)

Bunlara ilave olarak DCL'ler bitki, hayvan ve funguslarda fonksiyonlari tam olarak
bilinmeyen Duf283 alanina sahiptir. DCL2 baglangicta sahip oldugu dsRNA baglayici
sekansi ile dsRNA'lar ile baglanti kurar. Daha sonra iki adet RNase Il bdlgesi birer
molekdl olustururken, PAZ bdlgesi de iki adet 3'terminal ¢cekirdek ¢ikintisi sayesinde
dsRNA ile 6zel interaksiyonlar saglar. Moleklllesme sonucunda RNase 11l dsRNA'nin
her bir kolunu 3'ucundan ve mono fosfat 5'ucundan siRNA'ya 6zellesmis 2nt'lik
cikintilar olacak sekilde boler.

Bitki hlcresi icin DCL1'in énemi arastirmalar ile dogrulanmistir. DCL1 sadece
miRNA'nin gelisimine bagh degildir ayni zamanda sitoplazmik RNA toplanmasinin
dizenlenmesinde de rol oynar. Bu durumda DCL2, DCL3 ve DCL4 tam anlamda
DCL1'in yerine kullanilamaz. Pri-mi RNA'lar ve uzun sitoplazmik RNA'lar hicresel
veya viral her ikiside hairpinler igerirler. Hairpinler ise DCL1'in reaksiyona girmesinde
etkilidir (31).

Argonaute ve RISC (RNA Induce Silencing Complex)

Dicer tarafindan uretilen kisa RNA'lar RNA Induce Silencing Complex (RISC)'e dahil
edilmektedir. RISC'in bir baska ana bileseni Argonaute (Ago)'proteinidir. GCogu
Eukoryatik canlida birgok Ago benzeri genler bulunmaktadir. Mayalar tek kopya Ago
genine sahip olmasina kargin, insanlarda 8, A.thaliana'da 10, D.melanogasterde 5
ve C. elegansda 27 Ago benzeri protein bulunmaktadir. Bilindigi gibi Ago proteinleri
sadece RISC kompleksine 6zel proteinlerdir.

Bu durum farkh Ago proteinlerinin farkli RISC fonksiyonlari olusturdugunu
distundirmektedir. PIWI ve PAZ bélgeleri butin Ago proteinlerinin en temel
bilesenleridir. Hayvanlarda mRNA'nin baskilanmasindan miRNA sorumlu iken
bitkilerde mRNA ile ilgkili miRNA'nin tamamladigi RISC bu fonksiyonu organize
etmektedir. A.thalianada bulunan on adet Ago proteini igerisinde Ago 1 proteini
dsRNA'ylI bélmek igin en iyi adaylardan bir tanesidir. Son yillarda yapilan ¢alismalar
da Ago 1 proteinin PIWI bdlgesinin diger protein faktérleri olmaksizin miRNA'nin
varliginda hedef mRNA'y1 kesme kabiliyetinde oldugu gérilmustar.

DCL1 ile bulunmasi durumunda Ago1 Uretimi diger kisa miRNA (miR168 gibi)'lar
tarafindan geri besleme yoluyla dizenlenmektedir. Ago 1 dizenlenmesinin iki
asamada gerceklestigi dustindlmektedir. Bunlardan birinci asama Ago 1 ve miR168
genlerinin birlesmesi, ikinci asama ise Ago1'in sentezlenmesi yoluyla miR168 gen
birikmesinin dengelenmesidir (10).
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RNA Bagli RNA Polimeraz (RdRp)

RNA bagh RNA polimeraz (RdRp) enzimi bir RNA kalibi Gzerine RNA'y1 sentezleyen
bir enzimdir. RdRp enziminin varhigi ve fonksiyonlar kirk yili askin bir streden beri
bilinmektedir. RdRp enzimi yapilan &6zel calismalar ile bitki virGslerinde ortaya
cikartiimistir. Baslangi¢ bulgulari agiklanamamasina ragmen, bitki genomlarinin
RdRp enzimini sentezledikleri anlasiimistir. Bu enzim bir stres enzimi oldugundan
yarali ve virGs ile enfekteli bitkilerde aktivitesi artmaktadir. RdRp enziminin geni
domateslerden klonlanmis ve sekanslanmistir. Gen susturulmasinin kesfi bu enzime
ilginin yeniden artmasina sebep olmustur. RdRp enziminin Eukaryotik hicrelerde
sadece nikleik asit digi genlerin susturulmasi ile sinirh kalmayip ayni zamanda hticre
genomunu da dizenledigi disintlmektedir (11, 12).

Bitkilerde Gen Susturulmasi Gostergesi Olarak Pektin Metilesteraz

Bitki gen susturulmasinda rol oynayan bir diger stres proteini de pektin metilesteraz
enzimidir. Bu enzim bir hiicre duvari enzimidir ve canhnin gelisimi icin gereklidir.
Bitkilerin htcre duvari baslangigta seluloz, hemiseluloz ve pektin icermektedir. Pektin
poligalacturonik asidin alt dallarindan meydana gelmektedir. Pektin bilesenleri golgi
sisteminde sentezlenmektedir.

Bitki genomu birgok pektin metilesteras genini bulundurmaktadir. Enzim éncl olarak
sentezlenmektedir. Bitki mekanik olarak yaralandigi zaman pektin metilesteras
genlerinin kopyalanmasi anormal bir sekilde artmaktadir. Olgunlasmis enzim hcre
duvarinda toplanmakta ve enzimatik aktivitesi yUkselmektedir. Bitki pektin
metilesteraz enzimi 10 - 100 aminoasit arasinda degisen boyutlarda lider bdlgeye
sahiptir (7). Son yillarda vyapilan c¢ahsmalarda bitki hicrelerinde virls
enfeksiyonlarinin kontrolinde pektin metilesteraz enziminin etkili oldugu belirtilmigtir.
Enzimlerin Tobacco mosaic virustn proteinin nakli ile iligkili oldugu ve virls
enfeksiyonunun bitkide yayilmasinda rol oynadigi ispatlanmigtir (32, 33). Ancak
pektin metilesteraz enziminin rolt bu fonksiyon ile sinirh degildir. Hicre duvarinda
pektin metilesterasin aktivasyonunun Tobacco mosaic virustin RNA'sini susturdugu
tespit edilmigtir. Yapilan ¢alismalarda siRNA'larin birikmesinin viral RNA'nin yogun bir
sekilde degretasyonuna neden oldugu ve bu degretasyonun cekirdek icerisine
tasinan DCL1 ile pektin metilesteraz interaksiyonu tarafindan gerceklestirildigi tespit
edilmistir. Genellikle bu olay sitoplasmada siRNA'nin hizli bir sekilde toplanmasina
yol agmaktadir. Hicre duvarinda dig sinyalleri alabilme kabiliyeti olan bu enzim,
hiicreye yabanci bir niikleik asit girdigi zaman bir sinyal olusturur. Sonug olarak hiicre
mobilize olur ve gen sessizlestiriimesi tesvik edilmis olur (30).

RNA Polimeraz IV

Bitkilerde gen susturulmasinin  mekanizmalarindan biriside genomik DNA
metilasyonu olayidir. Bu gen susturulmasi mekanizmasi A. thaliana da G¢ grup
faktéri gerektirmektedir. Bu gruplar: DNA metiltransferase enzimi, histon degisim
enzimi ve DRD1, DRD2 ve DRD 3 enzimleridir. DRD2 ve DRD3 RNA polimerase
4'n altbirimleri olmasina kargin DRD1 kromatinin yeniden modellenmesinde gerekili
bir enzimdir. DRD2 ve DRD3 enzimleri NRPD1a, NRPD2a (DRD2) ve NRPD1b
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(DRD3) altbirimlerini icermektedir. RNA polimerase IV enziminin fonksiyonu onun alt
birimlerinin komposizyonuna baglidir. RNA polimeraz 4a NRPD1a ve NRPD2a
icermektedir ve bu siRNA ¢ogaltiimasinda gereklidir. RNA polimeraz 4b NRPD1b ve
NRPD2a icerir ve siRNA nin DNA metilasyonunu ve kromatinin yeniden
modellemesini emniyetli bir sekilde yapmasi igcin DRD1 ile birlikte hareket eder (34).

Viral Gen Susturulmasinin Baskilanmasi

Virtsler hiicre savunma sistemini yikmak icin hep 6zel stratejilere intiyac duymustur.
Viral RNA'yl degretasyondan koruyan her mekanizma prensip olarak gen
susturulmasindan korunmanin bir mekanizmasi olarak kabul edilebilir. Eger PTGS
bitkilerde anti-viral bir savunma mekanizmasi ise bazi bitki virslerinin bu savunmaya
karsl savunma gelistirmeleri beklenir. Gen susturulmasinin baskilanmasi icin virtisler
cesitli proteinleri, coat proteinleri, replikative artiricilari, cok genel tasiyici proteinler
ve patogenik faktérleri kullanmaktadir. Tasiyici proteinler viral genetik metaryalin
hicreden hlicreye gecisini kolaylastirmak icin plasmodesmatalari acarlar. Bu
yaklasimi destekleyen ve PTGS'nin baskilanmasini kotlayan bitki virlsleri tespit
edilmistir. PTGS'nin viral baskilayicilar tarafindan baskilanmasi uzun mesafelere
hareket edebilen floemden virisin giris ve ¢ikigini organize etme fonksiyonunda ki
proteinler tarafindan ydénlendiriimektedir. Bu baskilanma mekanizmasi PTGS ile
floemde hareket arasindaki iliskiye dayandiriimaktadir. Susturma sinyalleri floem de
tagsinmaktadir. Baskilayici proteinler bu sinyallerin hareketini engellemektedirler.
Bdylece sistemik PTGS olusamamaktadir. Cucumber mosaic virus (CMV), Tobacco
etch virus (TEV) ve Cymbidium ringspot virliis (CRV) gibi virGslerin gugli gen
susturulmasi engelleyici proteinlere sahip olduklari belirlenmigtir. Bu gen
susturmasini bastirici virlisler gen susturulma mekanizmasindan sonra harekete
gecmektedirler. Bu yizden hlcrede viral dsRNA birikmesini artirmalarina ragmen
gen susturulmasini engelleyememektedirler (35, 36).

Bitki Patojeni Virislerde Gen Susturulmasi Uygulamalari

Scorza ve ark. (2001) (37) yaptiklari ¢alismada; Plum pox viriis coat protein geni
iceren transgenik eriklere PPV inokule etmiglerdir. Transgenik C5, dért yil boyunca
yapilan testlemelerde ylksek seviyede dayanikliik géstermisti. Bu klonda;
cekirdekte yUksek seviyede transgen kopyalamasi, sitoplazmada disik seviyede
transgen mRNA birikmesi, kompleks transgen insértin anormal kopyalar ve
susturulmus PPV- coat protein (CP) transgenlerin metilasyonu dahil olmak Uzere
PTGS'nin tipik karekterleri tespit edilmistir. PPV-CP genlerinin C5 fidanlarinda
metillendigi ve bu fidanlarin PPV'ye karsi dayanikli oldugu tespit edilmistir. Bu
calismanin sonuclari odunsu ¢ok yillik tdrlerde virls dayanikliiginda PTGS
mekanizmasinin sonug verdigini géstermistir.

Fagoaga ve ark (2005) (38) yaptiklari calismada; 6ncelikle CTV virlsiinde p23
geninin Meksika Limonlarinda virlisiin yaprak simptomlarini kontrol ettigini tespit
etmislerdir. Bu c¢alismada birbirinde ayri normal fenotipte bes limon ¢esidinin tipik
karekterde PTGS gosterdigi tespit etmislerdir. Bu limonlarda transgenlerin birden
fazla kopyalar, mRNA'ya benzeyen kuguk yapilar, susturulmus transgenlerin
metilasyonu ve p23 genine 6zel siRNA'lar tespit edilmistir. Asi ve afitler ile CTV
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inokule edilmis ve susturulmus bazi limon hatlarindan elde edilen fidanlarda virlse
karsl immunite tespit edilmistir. Bu fidanlarda ELISA ve Northern blot ydntemleri ile
yapilan testlemelerde simptomlar goériimedigi gibi viral RNA birikmeside tespit
edilmemisgtir.

Ruanjan ve ark. (2006) (39) yaptiklari ¢galismada; Papaya ring spot virus (PRSV)'Gn
coat protein genini tasiyan transgenik papaya bitkilerini PRSV ile inokule etmiglerdir.
Enfeksiyon RT-PCR ve gelismis teknikler ile kontrol edilmistir. Test edilen klonlar
arasinda G2 klonu (g yil boyunca yapilan testlemelerde virls enfeksiyonuna karsi
yUksek oranda dayanikh bulunmustur. Ozel analizlerle bu klonun anormal kopyalari
ile iligkili birden ¢ok transgen kopyalari agida ¢ikartiimistir. Bu durumda stphelenilen
PTGS siRNA'larin tespiti ile ispatlanmigtir.

Nazmul Haque ve ark (2006) (40) yaptiklari calismada; 6ncelikli olarak Sweet potato
feather mottle virus'in coat proteinini tasiyan N. benthamiana bitkilerinde RNA
susturulmasi icin 6zel hedeflerin asi ile tagindiklari tespit edilmistir. Asilama sonrasi
RNA susturulmasinin gegisliliginin tespiti icin bu bitkilerden iki adet susturulmus, iki
adet de susturulmamis bitki secilmistir. Susturulmamis transgen asi kalemleri,
susturmayi tesvik edici anaclar Gzerine asilanmistir. Susturulmamis asi kalemleri,
susturmayi tesvik eden anaglar (zerine asilandiklari zaman susturulmamis
kalemlerde RNA susturulmasinin tetiklendigi ve yayildig tespit edilmigtir.

Abhary ve ark (2006) (41) yaptiklari calismada; TYLCV'nin kontroliinde PTGS'nin
fonksiyonunu incelemislerdir. TYLCV'nin genomundan kodlanamayan bir bdlge farkli
virislere karsi dayaniklihdr tetikleyebilecek sekilde yapilandiriimistir. Sonra bu
genom parcasi vektér virlse yUklendikten sonra Agrobakterium araciigl ile
infiltrasyon yéntemi ile domates ve tiitiin bitkilerine inokule edildi. inokulasyondan
sonra beyaz sineklerle TYLCV inokulasyonu yapilan bitkilerde bu virlise karsi yiksek
seviyede dayaniklilik tespit edilmigtir. Yapilan PCR testlemelerinde bitkilerde
TYLCV'ye 6zel siRNA'larin varligi tespit edilmigtir. Sonug olarak bu ¢alismada PTGS
mekanizmasinda VIGS metodunun geminivirislere dayanikli bitki eldesinde basarili
sonuglar verdigi tespit edilmigtir.

Yaegashi ve ark (2007) (42) yaptiklar calismada; Green flourasan protein (GFP)
ifade eden tatln bitkilerinde VIGS mekanizmasinin analizi icin yine GFP ifade eden
Apple latent spherical virus (ALSV) kullaniimistir. ALSV-GFP enfeksiyonunun titin
bitkilerinde transgen GFP geninin VIGS mekanizmasi ile susturulmasinin etkili bir
sekilde tetikledigi tespit edilmistir. GFP- susturulmus yapraklarda yapilan analizde
viral RNA ve proteinlerin bitin yaprakta birikmis oldugu tespit edilmistir. Ancak
bitkideki GFP mRNA'larinin degrede oldugu bildiriimistir. Orneklerde ALSV RNA'sinin
siRNA'lari tespit edilemezken GFP RNA'sinin siRNA'larinin kolaylikla tespit edildigi
bildiriimistir. Analizler sonucu GFP- titin bitkilerinin enfekteli yapraklarinda GFP-
ALSV'nin yayilmasinin VIGS'in baglamasindan daima énce oldugu tespit edilmigtir.

Shu Ling ve ark. (2008) (43) yaptiklar calismada; éncelikle GLRaV-2'nin genomunun
sekansini ¢ikartarak coat protein genini tanimlamiglardir. Kirk yedi TO transgenik N.
benthamiana bitkisi GLRaV-2'nin coat protein geni Agrobacterium araciligi ile
transformasyon edildikten sonra rejenere edilmistir. Serada yetistirilen T1 ve T2
bitkilerine mekanik olarak GLRaV-2 inokule edilerek hastaliga dayanikhlik
gelistirilmistir. inokule edilmis transgenik olmayan bitkilerin tamami inokulasyondan
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2-4 hafta sonra simptom vermesine ragmen, transgenik bitkilerin blytk cogunlugu
(21 T1 bitkisinden 14 tanesi) yapilan testlemede enfekteli bulunmamigtir. T2
bitkilerinde de viriise dayaniklilik tespit edilmesine ragmen, T1 bitkilerine gbére % oran
daha disuk tespit edilmigtir.

Yapilan testlemeler sonucu dayaniklihgin PTGS mekanizmasinin igerisinde transgen
RNA kopyalama ile disik seviyede iligkili oldugu saptanmistir. Bu calismada
GLRaV-2 enfeksiyonuna karsi transgenik bitkilerin gelisimi ve GLRaV-2'nin coat
protein genin ifadesinin transgenik N. benthamiana bitkisindeki geligimi
tanimlanmistir. Sonug olarak transgenik N. benthamiana bitkilerindeki GLRaV-2'ye
karsi dayaniklihgin PTGS mekanizmasindan kaynaklandigi tespit edilmistir.

Sonuc¢

Gen susturulmasi veya daha agik olarak RNA susturulmasi diger eukoryatik
canlilardan daha cok bitkilerde gérllen bir dayanikhlik mekanizmasidir. Ozellikle
PTGS virlslere karsi etkin bir dayanikhlik mekanizmasi olarak disinidimektedir..
Bitkiler bagisiklik sistemini artiran maddelerden yoksun olduklarindan dolayi, etkin bir
gen susturulmasi mekanizmasinin gelismesi bu organizmalarda hayvanlardan daha
6nemli oldugu diastnilmektedir.

Gen susturulmasi ile normal gen dizenlenmesi arasinda ki iliski tam olarak agikhga
kavusturulamamistir. PTGS ve TGS olarak kabul edilen mutantlar sagladiklar bilgiler
ile bu iligkinin agida ¢ikmasina yardimci olacaklardir. Fakat bu stratejiler ne gen
susturulmasina bagli hastalik dayanikhliklarini nede gen dizenlemeleri ve RNA
susturulmasi arasindaki farki agiklamak igin yeterli degildir.

Normal gen dizenlenmesi ve gen susturulmasi arasinda ki farklarin anlagiimasinda
en buylk problem i¢c genlerden agikga ayirt edilemeyen yabanci DNA'lar tarafindan
olusturulan belirsiz dizenlemelerdir. Ancak virlsler tarafindan tegvik edilen gen
susturulmasi (VIGS) mekanizmasinin kesfi ile birlikte genel gen susturulmasi
mekanizmalari daha iyi anlasiimaya baslanmigtir. VIGS'in  sonuglari  gen
fonksiyonlarinin analizinde baslangi¢ noktasidir.

Bu calismalar genin 6zel hususiyetleri ile ilgili bazi bulgularin elde edilmesini
saglamigtir. VirUsler tarafindan tesvik edilen gen susturulmasi, enfeksiyon metotlari
ve vektérlerinin - gelistirilmesi ile birlikte, bu mekanizmalar bitki hastalik
dayanikhliklarinda ve biyldk c¢apli gen susturulmasi projelerinde yaygin olarak
kullaniimaya baglanmistir.

Gecmis yillarda VIGS mekanizmasinin anlasilan modellerinde 6zel slrecler arasinda
genetik ve molekiler biyolojik yaklagimlar kombine edilerek calismalar yUrataimustar.
Ayrica raportdér gen sisteminin tespit edilmesi VIGS'in saglamhgdini ve etkisini
artmasina neden olmustur. Gelecekte VIGS mekanizmasi ¢ok daha 6nemli
calismalarda kullanilacaktir. Son yillarda basta VIGS olmak Uzere gen susturulmasi
mekanizmalari. Bitki patojen virGslerin muicadelesinde basarili bir sekilde
kullaniimaktadir (20, 45).
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