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Ribozom inaktive eden proteinler (RIP’ler) olarak adlandirilan bir grup protein,
enzimatik yolla geri doniilmez bir sekilde ribozomlara zarar verme yetenegin-
dedir. RIP’ler Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Poaceae ve Caryophyllaceae gibi
familyalara ait bazi bitki tiirlerinde yaygin olarak bulunmakla beraber bazi
fungus ve deniz yosunlarinda da saptanmustir. RIP’ler genel olarak molekiiler
yapisina gore Tipl, Tip2 ve Tip3 olmak {izere 3 grupta toplanmaktadir. Doga-
daki rolleri heniiz tam olarak anlagilmamis olmakla beraber, bazi 6zelliklerinin
ortaya koyulmas: tarimsal uygulamalarda onlardan faydalanmak konusunda
umut verici olmustur. Bu proteinlerin bitkiler i¢in patojenik olan bazi fungus
ve virlislere karsi etkili oldugu cesitli ¢alismalarda rapor edilmistir. Yapi,
fonksiyon ve biyolojik aktiviteleri gdz Oniine alindiginda bitkilerden izole
edilen RIP’lerin gosterdikleri antiviral aktivitenin bitki virlis hastaliklariyla
miicadelede yeni gelismeler agisindan potansiyel tasidigi goriilmektedir.
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A group of proteins called ribosome inactivating proteins (RIPs) are capable of
damaging ribosomes enzymatically in an irreversible manner. RIPs have been
found to be prevalent in some plant species which belongs to Cucurbitaceae,
Euphorbiaceae, Poaceae and Caryophyllaceae families and have been identi-
fied in some fungi and marine algae. RIPs are generally classified into three
groups as Type 1, Type 2 and Type 3 according to their molecular structure.
Although their role in nature is not fully understood yet, revealing of some
features has been promising to benefit from them in agricultural practices.
Several studies have reported that these proteins are effective against some
fungi and viruses which are pathogenic for plants. Given the structure, function
and biological activities, the antiviral activity of RIP isolated from plants ap-
pears to have potential for new developments in combating plant virus diseas-
es.

1. Giris

Ribozom inaktive eden proteinler (RIP’ler) son 40
yildir iizerinde ¢alismalar yapilan ve tanimlanan bir
simf proteindir. Belirli bitki proteinlerinin, in vitro
protein sentezine geri doniilmez bir sekilde zarar ver-
diginin kesfedilmesiyle ‘Ribozom inaktive eden prote-
inler’ terimi agiga ¢ikmustir. RIP terimi, protein sentezi
sirasinda mesajc1 RNA’dan polipeptit translasyonunu
enzimatik yolla inhibe etme yeteneginde olan protein-
ler i¢in kullanilmaktadir (Barbieri et al., 2001).

*Sorumlu yazar email: mustafa.gumus@ege.edu.tr

RIP’ler, antiviral ve antitiimdr aktiviteye sahip
biyolojik 6zelliklerinden dolayr oncelikle insan ve
hayvan hiicreleri i¢in tedavi edici uygulamalarda
onlardan faydalanmak amaci ile c¢alisilmigtir. Bitki
fizyolojisi, biyokimya ve molekiiler biyoloji alanin-
daki gelismeler RIP’lerin bitkilerdeki rolii hakkinda
da arastirmalar yapilmasim saglamistir. RIP’lerin
bitkilerde hastaliklara, kurakliga ve tuzluluga karsi
dayaniklilig1 arttirdiginin kesfedilmesiyle bitki koru-
ma alanindaki kullanimina yonelik olarak bu protein-
lere olan ilgi artmugtir (Stirpe, 2013).
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Bu proteinlerin bitki patojeni olan bazi fungus ve
virlislere karsi etkili oldugu tespit edilmistir (Park et
al., 2002; Picard et al., 2005).

2. RIP’lerin dogada bulunma durumu

RIP’ler ilk olarak bitkilerde tespit edilmis olup ¢o-
gu bitki tiirlinde bulunmaktadir. Monokotiledon ve
dikotiledonlar dahil olmak {izere 13 bitki familyasina
ait yaklasik 50 bitki tiirlinde farkli RIP’ler tanimlan-
mustir. Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Poaceae ve
Caryophyllaceae gibi bazi familyalar RIP iireten ¢ok
sayida tiir igcermektedir. Bu tiirler arasinda tropik agag-
lar, tek yillik bitkiler, ¢61 sukulentleri ve parazit bitkile-
re ait gesitli tiirler yer almaktadir. Bu proteinler 6zellik-
le tahillarda olmak iizere bazi kiiltiir bitkilerinde de
tammlanmgtir (Stirpe, 2004). RIP’lerin bitki dokula-
rindaki miktar1 olduk¢a degiskendir; bazilarinda iz
miktarda bulunurken bazilarinda 100g’da 100’lerce mg
miktarinda olabilmektedir. RIP’ler baz1 bitkilerde ince-
lenen dokularin ¢ogunda ya da hepsinde bulunabilmek-
tedir. Ornegin endosperm, meyve, cigek, kok, govde,
yaprak ve aga¢ kabugu gibi bir¢ok bitki kisminda, ayn1
zamanda lateks gibi baz1 bitki salgilarinda da tespit
edilebilmektedir. Uzerinde en ¢ok ¢alisilan RIP’lerden
Ricin, Hint yag bitkisinin (Ricinus communis) tohum-
larmin endosperminde oldukga fazla miktarda bulun-
maktadir. Mirabilis jalapa L. bitkisinde Mirabilis anti-
viral protein (MAP) icerigi koklerde bitkinin diger
kisimlarina gore daha yiiksek oranda tespit edilmistir.
Bazi bitkilerde ise sadece bir dokuda bulunabilmekte-
dir (Kubo et al., 1990; Stirpe, 2004). RIP’lerin farkli
formlar1 ayni bitkide bulunabildigi gibi farkli formlar
ayn1 dokuda da bulunabilmektedir (de Benito et al.,
1995). Ornegin Saporin’in cesitli formlar1 Saponaria
officinalis’in yaprak, tohum ve koklerinde tespit edil-
mistir (Ferreras et al., 1993). Ayrica Sambucus tiirleri-
nin ¢esitli dokularinda farkli RIP’ler tespit edilmistir
(Girbés et al., 2003). Bazi bitki tiirlerinde hem Tipl
hem de Tip 2 RIP’ler tanimlanmugtir (Hao et al., 2001).
Cogu bitki RIP aktivitesi yoniinden incelenmistir. Ca-
lismalar RIP’lerin dagilimint tespit etmekten ziyade
yiiksek seviyede RIP igeren bitkileri bulmak amaciyla
yapildigt i¢in arastirmalar RIP’lerin daha onceden
tespit edildigi bitki familyalarinda yogunlagsmstir. Baz1
bitkilerde RIP aktivitesinin tespit edilememis olmasi bu
bitkilerde RIP bulunmadigi anlam: tagitmamalidir. Ca-
lismalarda genellikle tohumlar incelendigi igin RIP
iceren diger dokular gbzden kacirilabilmektedir. Ayrica
bazi RIP’ler dokularda saptama esiginin altindaki mik-
tarlarda aktivite gosterdigi icin tespit edilememektedir.
RIP’ler bitkiler aleminde sanildiginin aksine daha yay-
gin bulunmaktadir (Stirpe, 2004). Ancak bu her bitkide
bulunabilir anlami tastmamaktadir. Ornegin Arabidop-
sis thaliana genomunda bu protein ile iligkili gen tespit
edilememigtir (Stirpe, 2013). Bununla beraber, bitki
dokularinda bazi RIP’lerin ekspresyonu yaslanmayla,
stres kosullartyla ve viral infeksiyonlardan sonra art-
maktadir (Barbieri et al., 2001).

RIP’ler sadece bitki dokularinda bulunmamaktadir.
Hayvan hiicre ve dokularinda da RIP’lere benzer enzi-
matik aktiviteler tespit edilmis olup strese maruz kal-
mus ve viriislerle infekte olmus hiicrelerde yiiksek mik-
tarda bulunmustur (Barbieri et al., 2001). RIP’ler bazi
fungus ve deniz yosunlarinda da tammlanmgstir(Lam
and Ng, 2001; Liu et al., 2002). RIP’lerin dogadaki
varligi samildiginin aksine daha yaygindir (Stirpe,
2004).

3. RIP’lerin etki mekanizmasi

RIP’lerin dogadaki rolleri tam olarak anlasilmamis
olmakla beraber oOzellikle oOkaryotik ve prokaryotik
protein tranlasyonunu engelledigi tespit edilmistir.
Cogu bitkinin ve bakterinin RIP’leri 6karyotik ribo-
zomlarm biiyiik 60S ribozom alt birimlerine baglanarak
etki gostermektedir (Endo et al., 1987). RIP’ler, okar-
yotik ribozomlarin 28S rRNA’larinda N-glikosidaz
aktivitesi gostererek GAGA niikleotid dizisine sahip
korunmug Sarcin/Licin halkasindan tek bir adenin bazi
uzaklastirmaktadir (Sekil 1). Prokaryotik ribozomlarda
ise biiyiik 50S ribozomun 23S rRNA’larindaki korun-
mus bolgede etki gostermektedir (Hartley et al., 1991).
Adenin bazi, ribozomun uzama (elongasyon) faktorii
icin gerekli olup uzaklastirilmas: ribozomonun uzama
faktoriine baglanmasim1  engelleyerek translasyonu
sonlandirmaktadir (Endo et al., 1987). Ayrica Po-
keweed antiviral protein (PAP), Gelonin ve Risin gibi
bazi RIP’ler her ribozomdan birden fazla adenin bazi
uzaklastirabildigi gibi DNA, tRNA, mRNA, viral RNA
ve diger poliniikleotidlerden de Adenin uzaklastirabil-
mektedir (Barbieri et al., 2001; Girbés et al., 2004).
Bazi RIP’lerin kimi RNA molekiillerindeki Poly(A)
kuyrugundan adenin uzaklastirdigi tespit edilmistir
(Barbieri et al., 2003).
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Sekil 1

Ribozom inaktive eden proteinlerin (RIP) 28S ribozom
alt Uinitesi tizerine enzimatik etki mekanizmasini goste-
ren sema (Stirpe, 2004 ten uyarlanmistir)

4. RIP’lerin simiflandirilmasi

RIP’ler genel olarak molekiiler yapisina gore Tipl,
Tip2 ve Tip3 olmak lizere 3 grupta toplanmaktadir
(Sekil 2).
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N-glikosidaz aktivitesine sahip
. tek zincir polipeptid ~ 30 kDa
Tip 1

A zinciri B zinciri

. karbonhidrat
Tlp 2 baglanma bélgesi

lektin aktivitesine
sahip polipeptid

Tip 3
fonksiyonu bilinmeyen
polipeptid

Sekil 2

Ribozom inaktive eden proteinlerin yapisinin sematik
gosterimi (Stirpe, 2004’ten uyarlanmustir).

Tek zincirden olusan Tipl RIP’ler N-glikosidaz ak-
tivitesine sahip tek zincir protein ya da glikoproteinlere
sahiptir ve yaklasik 30 kDa biiytikligiindedir (Barbieri
et al., 2001; Hao et al., 2001; Stirpe, 2013). Genel
olarak Gelonin, PAP, Saporin ve Trikosantin Tipl RIP
olarak bilinmektedir (Stirpe, 2004). Tipl RIP’ler ¢o-
gunlukla Asparagaceae, Caryophyllaceae, Cucurbita-
ceae, Euphorbiaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae
ve Poaceae bitki familyalarindan izole dilmistir. Tipl
RIP’ler Tip2 RIP’lere gore daha sik goriilmektedir.

Cizelge 1

Tip2 RIP’ler ise iki zincire sahip olup N-glikosidaz
aktivitesine sahip A zinciri, lektin aktivitesine sahip
olan B zincirine distilfid kopriisii ile baglidir ve B zin-
ciri karbonhidrat baglanma bélgesi tagimaktadir (Bar-
bieri et al., 2001; Girbés et al., 2004). A zinciri Tipl
RIP’e benzer olup 30 kDa biiyiikliiglindedir. B zinciri
biraz daha biiyiik olup 35 kDa biiyiikliigiindedir (Chen
et al., 2002). Bu proteinler Euphorbiaceae, Fabaceae,
Passifloraceae, Sambucaceae ve Viscaceae familyalari-
na ait tiirlerden izole edilmistir (Girbés et al., 2004).
Saporin, PAP, Trikosantin gibi Tipl RIP’ler, abrin ve
risin gibi Tip2 RIP’lere gore daha az sitotoksiktir. Do-
gada toksik olmayan Tip2 RIP’ler de bulunmaktadir.
Tipl’lerin daha az toksisite gdstermesinin sebebi hiicre
baglayan B zincirine sahip olmamasidir (Stirpe, 2013).
Tip3 RIP’ler ise proenzim olarak sentezlenip kisa in-
ternal peptid segmentinin c¢ikarilmasiyla aktif hale
gelmektedir ve Tipl’e benzer bir zincir ile benzer bii-
yiikliikte fonksiyonu bilinmeyen ikinci bir zincir iger-
mektedir. Molekiil agirlig1 yaklagik 60 kDa biiyiikli-
giinde olan Tip3 RIP’ler diger Tipl ve Tip2 RIP’lere
gore daha az tespit edilmistir. Bugiine kadar karakteri-
ze edilen Tip3 ribozom inaktive eden proteinler sadece
tahillardan elde edilmis olup bunlardan birisi misirda b-
32 RIP ve digeri arpada Jasmonate induced protein 60
(JIP 60)’dir (Walsh et al., 1991; Chaudhry et al., 1994).
Bitki patojenlerine karsi ribozom inaktive etme 6zelli-
ginde olan bu proteinlerden bazilari, bulundugu bitkiler
ve bitki organlar1 Cizelge 1 ve 2’de verilmistir.

Tipl Ribozom inaktive eden proteinlere 6rnekler (Hong et al., 1996; Balasaraswathi et al., 1998; Stirpe, 2004; Picard et

al., 2005; Sipahioglu et al., 2017).

Bitki familyasi Tiir Organ RIP
Kok
Amaranthaceae Spinacia oleracea (Ispanak) Kallus SOP
Yaprak
Asparagaceae Asparagus officinalis (Kuskonmaz) Tohum Asparin
Dianthus caryophyllus (Yabani karanfil) Yaprak D%anth}n 30
Dianthin 32
Caryophyllaceae Dianthus barbatus(Husniiyusuf) Yaprak Dianthin 29
Saponaria officinalis(Sabunotu) T(l)(}?l]l{m gzgz?;};é
Cucurbita pepo (Sakiz kabagi) Sarcocarp Pepocin
Cucurbita moschata (Bal kabag) Sarcocarp Cucurmosin
Cucurbitaceae Trichosanthes kirilowii (Cin hiyar) Kok TrrlrkAoPs)azngtm
Mamordica charantia (Kudret nar1) Tohum Momordin
Euphorbiaceae Gelonium multiflorum Tohum Gelonin
Irideae Iris hollandica (Siisen) Sogan IRIP
Bougainvillea spectabilis willd. Yaprak Boganin
Kok BAP
Nyctaginaceae (Bouganvillea Antiviral Protein)
Mirabilis jalapa(Aksam sefas1) Kok (Mirabilis All\’l/ltiAV}:I‘al Protein)
Yaprak PAP
Phytolaccaceae Phytolacca americana($ekerci boyasi) Tohum PAPII
(Pokeweed Antiviral Proteins)
Barley RIP
Hordeum vulgare (Arpa) Tohum JIP 60
Secale cereale (Cavdar) Tohum Secale cereale RIP
Poaceae . . . o Yaprak Tritin-L
Triticum aestivum (Ekmeklik bugday) Tohum Tritin-S
Zea mays (Misir) Tohum Maize RIP
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Cizelge 2

Tip2 Ribozom inaktive eden proteinlere 6rnekler (Stirpe, 2004).

Bitki familyasi Tiir Organ RIP

Euphorbiaceae Ricinus communis (Hint yag1 bitkisi) Tohum Risin

Fabaceae Abrus precatorius Tohum Abrin

Passifloraceae Adenia digita Kok Modeccin
Adenia volkensii Kok Volkensin

Viscaceae veya Viscum album (Okseotu) Yaprak Viscumin

Loranthaceae

5. RIP’lerin antiviral aktivitesi

Bazi bitki tiirlerinin viriis infeksiyonlarini inhibe
eden antiviral proteinlere sahip oldugu in vitro ve me-
kanik inokulasyon ydntemiyle yapilan caligmalarla
tespit edilmistir. Bu antiviral protein 6zelligini tasiyan
ribozom inaktive eden proteinler bitki viriis hastalikla-
rina kargt en fazla Phytolacca americana, Mirabilis
jalapa, Dianthus caryophyllus, Celosia cristata ve
Bougainvillea spp. tiirlerinde ¢alisilmistir (Stirpe et al.,
1981; Kubo et al., 1990; Picard et al., 2005; Bhatia and
Lodha, 2005; Roy et al., 2006). RIP’ler, antiviral mole-
kiiller olarak islev gostermekle beraber protein sentezi-
ni engelleyen mekanizmaya sahiptir. Antiviral aktivite-
leri viriisiin tiiriinden bagimsiz oldugu i¢in bitki viriis
hastaliklarinin 6nlenmesi agisindan potansiyel tagimak-
tadir. Bitkilerde RIP’lerin antiviral aktivitesinin, viriis
tarafindan hiicre infeksiyonu ger¢eklesmeden 6nce
virionlar tizerindeki direkt etkisinden dolayr meydana
gelmedigi bildirilmektedir. Buna gore arastiricilar

RIP’lerin infekteli hiicrelere girip ribozomlart inak-
tif hale getirerek viriis replikasyonunu 6nledigini be-
litmektedir (Endo et al., 1987; Lodge et al., 1993).
Bununla beraber, RIP’lerin yeni biyolojik 6zelliklerinin
kesfedilmesiyle birlikte antiviral aktivitelerinin viriis
genomuna kars1 viral RNase ve DNase aktivitelerinden
kaynaklandigi belirtilmektedir (Bhatia and Lodha,
2005).

6. RIP’lerin bitki viriis hastahiklarinin kontroliinde
kullanilma olanaklari

Phytolacca americana (sekerci boyasi) bitkisi RIP
aktivitesinin kesfedildigi ilk bitkidir. P. americana
bitkisinden purifiye edilen Pokeweed antiviral protei-
ninin (PAP) 0.4 pg/ml konsantrasyonu, Tobacco mo-
saic virus (TMV) infeksiyonunun tiitiin yapraklarinda
neden oldugu lokal lezyonlar1 tamamen engellemis
olup 25 ng/ml konsantrasyonunda ise %68 oraninda
onleme saptanmistir. PAP’in bitkileri ayrica TMV,
Cucumber mosaic virus (CMV), Alfalfa mosaic virus
(AMV), Potato virus X (PVX) ve Potato virus Y
(PVY) gibi RNA viriisleri ile African cassava mosaic
virus (ACMV) (ssDNA) ve Cauliflower mosaic virus
(CaMV) (dsDNA) gibi DNA viriislerinin infeksiyonla-
rindan korudugu tespit edilmistir. PAP yapraklarin alt
ylizeyinden bitkiye infiltre edildiginde yapraklarin iist

yiizeyinden bitkiye inokule edilen viriislerin infeksiyo-
nunu engellemekle beraber PVY’nin yaprak bitleriyle
tasinmasini kismen engellemistir (Chen et al., 1991).
PAP’in ¢cDNA klonu izole edilip Agrobacterium tu-
mefaciens ile Nicotiana tabacum ve Solanum tubero-
sum (patates) bitkilerine entegre edildiginde PVX ve
PVY viriislerine karg1 dayaniklilik gostermistir. Daya-
niklilik, viriislerin hem mekanik inokulasyonla hem de
afit ile taginmasina karsi etkili bulunmustur (Lodge et
al., 1993). Escherichia coli bakterisine aktarilarak
eksprese edildikten sonra izole edilen PAP proteni arpa
bitkisinin hiicrelerinde Brome mosaic virus (BMV)
etmeninin RNA’sin1 depurine edip transkripsiyonu
engelleyerek viral protein translasyonunu azaltmis ve
replikasyonunu 6nlemistir (Picard et al., 2005). PAP
preparasyonu, TMV mekanik inokulasyonundan 3 giin
once Nicotiana benthamiana bitkisine 0.1 mg/ml ora-
ninda uygulandiginda sistemik dayaniklilik saglamistir
(Zhu et al., 2016). Ayn1 yontemle firetilen ve saflagtiri-
lan PAP I proteini, kabak bitkisi yapraklarina harici
olarak diizenli bigimde uygulandiginda 2 pg/ml kon-
santrasyonunun Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)
infeksiyonunu engelledigi goriilmiistiir. Tek basina
uygulandiginda, purifiye PAP I’in aym1 zamanda bitki-
lerde ciicelesmeye neden oldugu rapor edilmistir (Si-
pahioglu et al., 2017).

Dianthus caryophyllus L. (karanfil) bitkisinin yap-
raklarindan izole edilen Dianthin 30 ve Dianthin 32
isimli iki RIP’in TMV replikasyonu iizerinde inhibe
edici aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Dianthin
30 0.5 pg/ml ve Dianthin 32 1 pg/ml miktarinda TMV
ile karistirilarak Nicotiana glutinosa’ya inokule edildi-
ginde meydana gelen lokal lezyonlarda %50°den fazla
diistis gbzlenmistir (Stirpe et al., 1981). Dianthus car-
yophyllus bitkisinden izole edilen Dianthin, Nicotiana
benthamiana bitkisinde eksprese edildiginde transgenik
Nicotiana benthamiana bitkisi African cassava mosaic
virus etmenine kars1 dayaniklilik gdstermistir (Hong et
al., 1996).

Cucurbitaceae familyasina ait Trichosanthes Kiri-
lowii bitkisine ait trikosantin antiviral protein geni
domatese aktarilarak eksprese edildiginde transgenik
bitkinin TMV ve CMV etmenlerine kargi dayaniklilik
gosterdigi saptanmistir (Guo et al., 1999).

Mirabilis jalapa L. (aksam sefasi) bitkisinden elde
edilen MAP (Mirabilis Antiviral Protein) proteini
TMV, Cucumber green mottle mosaic virus
(CGMMYV), PVY, Turnip mosaic virus (TuMV) ve
CMV etmenlerinin mekanik inokulasyon ile tasinmala-
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i1 engellemede Onemli aktivite gostermistir. TMV
inokulasyonundan 24 saat 6nce Nicotiana tabacum L.
xanthi yapraklarimin st yiizeyine 0.8 pg/ml oraninda
MAP siispansiyonu uygulandiginda lokal lezyonlar
neredeyse %100 oraninda Onlenirken yapraklarin alt
yiizeyine 10 pg/ml oraninda uygulandiginda %50 ora-
ninda engellenmistir. MAP, tiitiin bitkilerinde TMV
inokulasyonundan 24 saat once primer yapraklara uy-
gulandiginda TMV infeksiyonuna karsi sistemik daya-
nikliligr uyarmistir. MAP, TMV inokulasyonundan 1
saat sonra uygulandiginda engelleme gdstermemistir.
Nicotiana tabacum L. Cv. Bright Yellow bitkisinin
yapraklarina MAP preparasyonu uygulandiktan 24 saat
sonra CMV ve TuMV ile ayr1 ayr1 inokule edildiginde
CMV’yi yapraklarin alt yiizeyine uygulandiginda %95
ve st ylizeyine uygulandiginda %100 oraninda onler-
ken TuMV’yi %75 ve %97 oraninda engellemistir.
MAP ayni sekilde Datura stramonium yapraklarinin alt
ylizeyine uygulandiginda CGMMYV kaynakli lezyonlar
%354 oraninda engellenirken ist ylizeyine uygulandi-
ginda %98 oraninda engellemistir. MAP preparasyonu
1 mg/ml oraninda uygulandiginda Nicotiana tabacum
L. Burley bitkisinde PVY infeksiyonunu tamamen
engellemistir (Kubo et al., 1990).

Bougainvillea spectabilis willd. bitkisinin yaprakla-
r1 yerine koklerinde daha fazla antiviral aktivite bulun-
dugu saptanmis ve koklerden elde edilen Bougainvillea
Antiviral Protein | (BAP | ) proteininin Tomoto spotted
wilt virus (TSWV)’tine kars1 antiviral aktivite gosterdi-
§i tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmada begonvil bitki-
sinden elde edilen ekstrakt 5-6 giinliik bériilce bitkile-
rinin birincil yapraklarina sprey ile piiskiirtiilmiis ve 24
saat sonra domates yapraklarindan elde edilen TSWV
irki mekanik olarak inokule edilmistir. Inokulasyondan
3-5 giin sonra olusan lokal lezyonlarin beklenenden az
oldugu tespit edilmistir (Balasaraswathi et al., 1998).
Bougainville xbuttiana cv. Mahara bitkisinin yaprakla-
rindan purifiye edilen RIP’lerin TMV ve Sunnhemp
rosette virus (SRV)’tiniin viral RNA’sina karsi RNase
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. RIP’lerin 1.6 ug ve
2.4 pg konsantrasyonlart TMV RNA’larinda dogrudan
depurinasyona neden olurken 0.8 pg konsantrasyonu-
nun degradasyona neden olmadig1 saptanmustir. 1.6 pg
RIP konsantrasyonu ise SRV RNA’sin1 tamamen deg-
rade edemez iken 2.4 pg konsantrasyonu depurinasyo-
na ve degradasyona neden olmustur. Bu bulgular dog-
rultusunda TMV RNA’sinin RIP’lere SRV RNA’sina
gore daha hassas oldugu belirlenmistir (Bhatia and
Lodha, 2005). Bougainville xbuttiana bitkisinden elde
edilen Bougainville xbuttiana antiviral proteinl
(BBAP1) geni E. coli bakterisine transforme edilerek
eksprese edilmistir. BBAP1’in antiviral etkisi SRV igin
Cyamopsis tetragonoloba ve TMV igin Nicotiana glu-
tinosa bitkilerinin her yapragma 50 pg protein uygu-
landiktan sonra viriis ile inokule edilerek arastirilmistir.
Yapilan ¢calismada BBAP1 antiviral aktivite gostererek
SRV ile infekteli Cyamopsis tetragonoloba yaprakla-
rinda lokal lezyonlarin %95 oraninda azalmasina neden
olurken, TMV ile enfekteli Nicotiana glutinosa yaprak-

larinda ise lezyonlarin yaklasik %94 oraminda azalma-
sia neden olmustur (Choudhary et al., 2008a; Choud-
hary et al., 2008b). Ulkemizde yapilan bir ¢aligmada
Bougainvillea spectabilis Willd. bitkisinden izole edi-
len Boganin antiviral proteini (BAP) Escherichia coli
BL21 bakterisinde eksprese edildikten sonra purifiye
edilmistir. Protein sakiz kabaginin (Cucurbita pepo L.)
kotiledon yapraklarina 4 giin boyunca periyodik olarak
mikropipet yardimi ile uygulandiktan sonra ZYMV
etmeninin siddetli bir izolati mekanik inokiilasyon yolu
ile bitkilere bulastirilmistir. BAP uygulanan virisli
bitkilerdeki hastalik siddeti 2 pl i¢in % 68.2, 4 ul i¢in
% 61.4, 8 ul i¢in % 58.7 olarak tespit edilmis olup
sadece ZYMYV bulagtirilan kabak bitkilerindeki hastalik
siddeti ise % 72.9 olarak hesaplanmistir. Bu durum
BAP proteininin viriisiin gelisimini tamamen engelle-
medigini ancak artan miktarlarmin hastalik siddetini
azalttigin1 ortaya koymustur. Sadece BAP proteini
uygulanan kabak bitkilerinin, hi¢bir uygulama yapil-
mayan kontrol gruplarina gére daha diisiik yas ve kuru
agirhiga sahip oldugu ve gelisim geriligi ile ciicelik
belirtileri gosterdigi belirlenirken proteinin ZYMYV ile
birlikte uygulandiginda kuru ve yas agirlikta daha fazla
kayiplara neden oldugu tespit edilmistir (Gtiller, 2015).

Amaranthaceae familyasina ait Celosia cristata
(horoz ibigi) bitkisinin kurutulmus yapraklarindan elde
edilen CCP-25 ve CCP-27 isimli ribozom inaktive eden
proteinlerin 20-30 pg/ml konsantrasyonlar1 TMV, SRV
ve Citrus ringspot virus (CRSV) etmenlerinin olustur-
dugu lezyonlari %90°dan fazla oranda engellemistir.
Lokal lezyonlarin ¢ikis oraninin arastirildigi mekanik
inokulasyon asamasinda TMV igin N. glutinosa, N.
tabacum cv. Samsun NN ve SRV igin Cyamopsis tet-
ragonoloba bitkileri test bitkisi olarak kullanilmigtir.
Ayrica ribozom inaktive eden proteinlerin 60 pg/ml
konsantrasyonlarimin SRV ve CRSV etmenlerinin ino-
kulumu ile karistirilarak uygulanmistir. Bu uygulama
etmenlerin sirastyla sistemik konukgulari olan Crotala-
ria juncea ve Phaseolus vulgaris bitkilerinde dayanik-
lilig1 uyararak belirti olusmasim engellemistir. Ayrica
bu proteinlerin konsantrasyonlarinin Celosia cristata
bitkisinin ¢i¢ceklenme Oncesi ve sonrasi donemlerinde
farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Balasubrahman-
yam et al., 2000). Celosia cristata bitkisinin yaprakla-
rindan izole edilen CCP-25 ribozom inaktive eden
proteini Brome mosaic virus (BMV) ve Pokeweed
mosaic virus (PMV) etmenlerinin translasyonlarini
engellemistir (Baranwal et al., 2002). C. cristata bitki-
sinin CCP-27 isimli ribozom inaktive eden proteinini
kodlayan cDNA’s1t RT-PCR ile ¢ogaltilmis, uygun bir
vektore aktarildiktan sonra E. coli bakterisine trans-
forme edilerek rekombinant protein olarak eksprese
edilmistir. Rekombinant proteinin tiitiin ribozomlarinda
TMV’ye ve guar bitkisinde (Cyamopsis tetragonoloba)
SRV’ye karsi N-glikosidaz aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Calismada saflagtirilan CCP-27 proteini 100
pg/ml kadar diisiik konsantrasyonda kullanildiginda
dahi TMV ile infekte edilen tiitinde ve SRV ile infekte
edilen guar bitkisinde lokal lezyonlarin %95 oraninda



599

Glnes et. al. / Selcuk J Agr Food Sci, (2018) 32 (3), 594-600

azalmasina neden olmustur (Begam et al., 2006). Ama-
ranthaceae familyasina ait Amaranthus tricolor bitki-
sinden saflastirilan AAP-27 isimli ribozom inaktive
eden proteini yaklastk 30 pg/ml konsantrasyonda
SRV’nin guar bitkisinde meydana getirdigi lokal lez-
yonlarda yaklagik %98 oraninda azalmaya neden ol-
mustur. Proteinin N-glikosidaz ve RNase aktivitesi
gosterdigi tespit edilmistir (Roy et al., 2006).

Caprifoliaceae familyasina ait Sambucus nigra (ka-
ra miirver) bitkisinden izole edilen SNA-I’ ribozom
inaktive eden proteininin cDNA klonu tiitiin bitkilerine
transforme edilerek transgenik bitki elde edilmistir.
Transgenik bitkinin TMV’e kars1 dayaniklilik gosterdi-
§i tespit edilmistir. Ayrica proteinin ekspresyonunun
transgenik bitkinin gelisimi ve liremesi {lizerine olum-
suz etki yapmamustir (Chen et al., 2002).

Acanthaceae familyasma ait Strobilanthes cusia
bitkisinden izole edilen Cinchonaglycoside C (CIP31)
ribozom inaktive eden proteini TMV nin kilif proteini
sentezine zarar vererek etmenin Nicotiana tabacum
bitkilerinde uzun mesafe hareketini ve g¢ogalmasini
engellemistir. CIP31 proteinin kullamilan Konsantras-
yon miktari arttikga TMV nin kilif proteininin olusumu
daha ¢ok engellenmistir. Minimum konsantrasyon 100
nmol/L iken 500 nmol/L konsantrasyonda engelleme
orant %92 olarak saptanmistir. TMV infeksiyonu ne-
deniyle tiitiin bitkilerinde olusan lezyon sayisin1 yiiksek
oranda azaltan proteinin bitkinin biiyiimesi ve {iremesi
iizerine toksik etkisi tespit edilmemistir (Li et al.,
2007).

7. Sonuc ve Oneriler

Cok sayida bitkinin antiviral proteinlere sahip oldu-
§u uzun yillardan beri bilinmektedir ve ribozom inakti-
ve etme yeteneginde olan bu proteinler bazi bitki fa-
milyalarinda bol miktarda bulunmaktadir. Dogadaki
rolleri heniiz tam olarak anlasilmamis olmakla beraber
ribozom inaktive eden proteinlerin 6zelliklerinin kesfe-
dilmesi bitki koruma alaninda cesitli patojenlere karsi
onlardan yararlanmak konusunda iimit verici olmustur.
Yapilan ¢aligmalarda bitki viriis hastaliklarina karsi bu
proteinlerin birka¢1 saflagtirisip Karakterize edilerek
hastaliklar lizerindeki etkisi incelenmistir ve bitkilerde-
ki virlis infeksiyonlarint etmene spesifik davranmadan
engelleyebildikleri kesfedilmistir. Bu proteinler bulun-
duklar1 bitkideki infeksiyonu engelleyememekle bera-
ber viriisleri in vitro kosullarda, virlslerin mekanik
inokulasyonundan dnce ya da virilis inokulumu ile ka-
ristirilarak uygulandiklarinda inaktive edebilmektedir.
Bazen sistemik dayaniklilig1 da uyarabildikleri saptan-
mustir. Ayrica ribozom inaktive eden proteinleri kodla-
yan genlerin bitkilere aktarilmasiyla elde edilen trans-
genik bitkiler de viriislere kars1 dayaniklilik gostere-
bilmektedir. Bu sayede ekonomik &neme sahip kiiltiir
bitkilerinin viriislere kars1 dayamikli gesitlerinin gelisti-
rilmesi konusunda umut vericidir. Ribozom inaktive
eden proteinler ile ilgili ekonomik éneme sahip kiiltiir

bitkilerinde 6nemli bitki viriis hastaliklarina kars1 daha
fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir.
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