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BITK1 VIRUS DAYANIKLILIGI VE GENETIK MUHENDISLIGI
Serap ACIKGOZ (1)

OZET : Bitki virus hastaliklarina karg: dayamklilik olugturmada viral genlerin
kullanilmas: genetik mithendisligi tekniklerinin uygulanmast ile bagarilabilmigtir.
Genetiksel olarak virusa dayanikli olan bitki virusten etkilenmeyecegi gibi bu bitkinin
tohumundan yetigen bitki de ayni dayaniklilik genini tagiyacaktir. Béylece yakin bir
gelecekte bircok bitkide virus dayaniklihifr saglamada genetik miihendisligi
tekniklerinin giiglii potansiyelinden yararlanmamtz miimkiin olacaksir.

GIRIS

Genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak bitkilerde hastaliklara dayanikiilik
olugturma konusu kamuoyu ve basinmin yakin ilgisini gekmektedir. Bunu, basinda
konu ile ilgili geligmelerin siirekli ve giinii giiniine yer almasindan anliyoruz. Yazili
basinda yer alan bir 6rnek; "Belki de birkag yil iginde diinyada hastalikhi sebze ve
meyveler, yalnizca biyoloji ve botanik kitaplannin igindeki fotograflarda kalabilir."
Gergekten genetik miihendisligi teknikleri bunu bagarabilecek mi ? Bu konuda elde
edilen bagarili 6rneklerin az sayida ve heniiz laboratuvar denemeleri agamasinda
olusu, uygulamalarin ¢ok sayida aragtirma ve zamana gereksinimi oldugunu
gostermektedir. Bu giiglitklere ragmen hastaliksiz bitkiler yaygin olarak iiretilmeye
bagladifinda, bitkileri korumak igin kullanilan tanm ilaglar1 da belki de doga
sahnesinden silinmig olacakar.

Kahtsal Sistem ve Gen Analizi

Bitki 1slahinda genetiksel dayaniklilik saglanmasinin temeli, canlilann genetik
yapisinin bilinmesi igin yapilan aragtirmalara dayanmaktadir. 1953'de Watson ve
Crick tarafindan ilk olarak deoksiribonukleik asit (DNA)'1n yapiss agiklanmig ve bu
yapinin gegmisten gelecege dofru tiir karakterlerini tagiyan bir molekiil oldugu
belirtilmigtir, Giiniimiizde en onemli gelisme genlerin niikleik asit lizerinde yer
aldiginin belirlenmesi ve bunlarin hangi 6zellikleri kontrol ettiklerinin saptanmasidir.
Bu genlerin yapilarinin belirlenmesi, genomdaki niikleik asitlerin dort niikleotid baz

(1) Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Baliimii, 25240 - Erzurum,
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(Guanin-G, Thyrine-T veya Urasil-U, Cytosin-C, Adenin-A) diziliglerinin bilinmesi
ile miimkiin olmaktadir. Bu diziligin belirlenmesi i¢in molekiiler genetik ve
transformasyon teknolojisinden yararlanmak mimkiindiir (Szostak ve Rothhein,
1984).

DNA veya RNA zincirlerinden bazi enzimler araciifz ile komplementer<DNA
zincir olugturulabilmektedir. Son yillarda ¢DNA sentezi igin sentetik
oligoniikleotidlerin kullanilmas: (Rohde ve ark., 1981) giderek yayginlagmgtir,
Saedce kendi yapisinu biitlinleyebilen ve sonra (probe) adh verilen bu ramamiayic
¢DNA zinciri genom tizerindeki homolog genlerin bulundugu bilgeleri belirlemek igin
kullamlmaktadir (Maniatis ve ark., 1982).

Simdiye kadar kullanilageien ve olduk¢a baganli sonuglar elde edilmiy olan
klasik 1slah metotlarinda baz: sinirlayici faktérler bulunmaktadir. Bu nedenle arzu
edilen dayaniklilik her zaman elde edilemnemektedir. Bazen dayaniklilik genleri
istenmeyen ozellikler ile sikica bafili bulunabilir veya dayaniklilik multigenik olabilir
ve bu multigenik genlerin transferi zordur. Melezleme denemeleri bir bitki tiriiniin
iiyeleri ile simirlandinidig i¢in, bir tiirde mevcut dzellikler diger bir tiire nakledilemez.
Molekiiler genetik teknikleri ile geleneksel bitki 1slahimin sinirlayici fakeorlerinin
bazilannin Gistesinden gelinebilmigtir, Bu teknikler ile gen transferi sadece farkh bitki
familyalan arasinda yapilmakla kalmarmug, ayn1 zamanda genlerin segimi bitkiler afemi
ile bile sinirlandinlmarmsnr. Ayrica fenotip duzeyindeki farkliliklar yerine molekiiler
diizeydeki farklihikan (polimorfizm) saptayabilme olanag dofmugtur.

Transfer i¢in uygun genler hangileridir ve bu genler nasil elde edilir sorulari
bir molekiiler genetikcinin en fazla karsilaghgr sorulardandir. Olaylarin ¢ogunda
dayamklihifin temelini tegkil eden mekanizma bilinmedigi i¢in dayaniklilik genlerini
izole etmek ve tamlarnak oldukga zordur. Daha da 6tesi birgok bitki tiirleri gok genig
genoma sahip olduklan igin ¢ok iyi haritalandinfamamugtr.

VYiral Gen Dayanmiklihif)

Hastalklara dayamklilik genlerini elde etmek igin bir alternatif yaklagim,
patojen genlerini kullanmaktir. Patojenler genel olarak konugularindan daha kisa hayart
periyoduna ve daha kiiglik genoma sahiptirler. Boyle genlerin izolasyonu da daha
kolay olabilmektedir. Viral genlerin resistent gen olarak fonksiyon yaplabilecegi
Coleman ve ark. (1985) ve Crumet ve ark. (1987) tarafindan gdsterilmistir. Hamilton
(1985) hastalik kontrolii i¢in bitki virislerinin kullanilabilirli3i iizerindeki goriiglerini
bildirmigtir. Bu kontrol igin en fazla tzerinde durulan konu ¢apraz korunma
(cross-ptotection) dir; yani giddetli virus wklanndan korunmak igin zayif wklann
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kullamlmasidir. Viral kapsiil genlerinin konukguya aktarilmas: virus enfeksiyonu
hassasiyetini azalttify yoniinden bulgular da vardur. Bir virusa dayamklih$: temin
edilen bitki birkag virusa da dayanikh hale getirilmig olmaktadur.

Bitki virus hastaliklarina kargi dayaniklilik temin etmede viruslarin
kullanilmasi konusunda agagida belirtilen dort alternatif ve bunlarin dayanikllif
saglamak icin kullanilabilirlii ayn ayn tartigilacaktir.

. 1. Viral protein geni

2. Tiim viral genom

3. Antisense dizilisi

4. Satellite diziligi

1. Viral Protein Genleri

Bitkilerde genetiksel olarak virus dayaniklihfinin elde edildigi oreklerin coBu
virus protein kapsiilii kullanimu ile ilgilidir. Virus kabuk protein geni aktarilan
transfenik bitkinin biinyesinde siirekli bu kabuk proteini iiretilir ve bitki virusa maruz
kahinca enfeksiyon baglamaz. Bitkilerdeki bu dayaniklilik dzelligi stabil olarak birgok
generasyonlara taginabilir. Protein kapsiil genlerin bitkilerin biiyiimesi veya fiziksel
goriiniiglerinde herhangi bir negatif etki olugturmazlar. Transgenik bitkilere virus
inokiile edildigi zaman bitki yapraklan kontrollere gore daha az kloratik veya nekrotik
lezyon gosterirler. Ayrica enfeksiyonun sistemik yayilimi gegilebilir ya da tamamen
Onlenebilir.

Viral protein kapsiil geni aktarilan bitki (transgenik biiki) liretmek igin, gerekli
birgok iglemler vardir. Bunlardan ilki viral RNA'nin izole edilmesidir. Bu viral RNA
tamamlayici (Komplement) c-DNA kullanihir. Ikincisi, viral protein gen tamlanmal,
diziligi saptanmal1 ve transcriptional promoter (destekleyici) ile uygun bir vektor
icinde ¢ogaltilmalidir. Aynica viral protein gen tasinmay: kolaylagtirmak i¢in uygun
dizilige sahip olmaldir.

Oncelikle bir viral gen transcribe edilir ve sonra bir araya toplanir. Bu genin
bitkiye girigini gergeklestirmek igin bir vektore transforme eilir. Bu maksatla
Agrobacterium tumefaciens kullanilmaktadir (Horsch ve ark., 1985) A. tumefaciens
dogal bir genetik miihendistir. Onun hayat devrinin normal bir pargasi, Ti
plasmidindeka genlerin konukgu kromozom igine yerlegtirmesidir.

A. tumefacins 'in zararsiz hale getirilmig wrklan tiretilir ve bu bakteri igerisine
normal pathogenik genler yerine klonlanmig en az iki gen verilir. Bunlardan birisi
segici 6zelligi saflayan antibiyotik dayaniklilik geni dier viral protein kapsiil genidir.
Transforme olmaya baglayan hiicreler antibiyotik igeren ortamda kiiltiire alinarak
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secilirler. Bu arada konukgu bitkinin yaprak veya katiladon gibi gesitli kisimlan
A. tumefaciense 'e maruz birakilir. Antibiyotik dayaniklilik geni tagiyan bu hiicreler
yeni bitkiler i¢inde canh kalabilir ve yeniden olugabilir.

Viral protein kapsiil genlerinin konukguya aktanlmasi ve bunun sonucu virus
enfeksiyonu hassasiyetinin azaldif1 yniindeki ilk bulgu tiitiin bitkilerinde tiitiin
mozayik virusu i¢in gosterilmigtir (Powell-Abel ve ark., 1986). Daha sonra transgenic
tiitiin bitkilerinde viral protein kapsiiliin tiitiin ¢izgi virus-(TSV) (Van Dun ve Bol,
1988) ve hiyar mozayik virusu (CMV) (Cuozzo ve ark., 1988) enfeksiyonlarini
durdurdugu saptanmisgtir.

Cross-Protection ile Iliskisi

Zayf bir ik ile bitkilerin inokule edilmesiyle virusun giddetli rk: tarafindan
olugturulacak enfeksiyona kars bitkileri korumak miimkiindiir. Baz1 aragtmeilar
giddetli bir 1rk tarafindan olugturulacak enfeksiyona karsi zayif virus irki ile temin
edilen bu dayanmklifin zayif irktan elde edilen protein kapsiiliin varhifindan dolay
oldugunu savenmuglardir (Powell-Abel ve ark., 1986; Tiimer ve ark., 1987). Aslinda
¢apraz korunma olayinin mekanizmasi heniiz tam olarak anlagiimadigs iq_in protein
kapsiiliin bu korunma igin gerekli olup olniadif kesin olarak tesbit edilememistir.
Ancak protein kapsiile sahip olmadigi halde viroidlerde dayamklilik ¢apraz korunma
ile saglanabilmigtir {Niblett ve ark., 1978).

Zayif irka ait protein kapsiilin kullanilmas: sonucunda bitkilerde dayamkhilik
olugmast ile ilgili pek gok érnek vardir. TMV un zayif U, wkinin protein kapsiilii,
siddeti PV 230 ve i¢ siddetli rki ile enfeksiyonlara karsi koruyucu oimustur.
Domates mozayik virus, alfalfa mozayik virusu (AIMV), tiitiin kink virusu (TRY} ve
Bezelye erken bronzlagma virus (PEBV)'lan iginde durumun benzer oldufu
bildinilmigtir (Grumet, 1990}. PVX'in protein kapsult taginmig transgenik bitkilerin,
hem tim virion hem de viral RNA ile yapilan infeksiyona dayamkl olduklan
bulunmugtur (Hemenway ve ark., 1988).

Halen, wrunggillerde (Turunggil tristeza virus}, papaya da (Papaya halkali leke
virus) ve sera domateslerinde (TMV) kullamlmakta olan klasik ¢apraz korunma
yontemi yerine genetik miihendisligi teknikleri ile elde edilmig bitkileri kullanmak
daha avantajlidir. Clnkii zayif virus k1 ile bitkilerin inokiile edilmesi yogun
laboratuvar ve sera gahigmast gerektirdigi gibi sinirh populasyon sayisi ile ¢aligmayi
gerektirir. Daha 6tesi zayif irk baz: ters ctkilenmelere neden olabilir. Ornegin 1k
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2. Tim Viral Genom

Virus dayanikliifinda difer bir yaklagim TMV'nin koruyucu, zayif bir wkamn
tiim genomunun taginmasiyla clde edilen transgenik tiitiin bitkilerinin iiretilmesiyle
gosterilmigtir. Bu transgenik bitkiler virus ile karpilagtiklannda gogu normal bitkiler
kadar iyi biiyiimiig, ya simptomsuz veya da yapraklarda zayif hafif bir mozayik
gostermiglerdir (Yamaya ve ark., 1988).

TMYV protein kapsil aktanlan bitkilerle yapilan ¢aligmalarin aksine bitkilere
tiim viral gen verildikten sonra TMV RNA inokulasyonu zayif wk korumasini
gergeklegtirememigtir. Tiim viral gen uygulamasi ile olugan dayanikhilik protein kapsiil
geninin tek bagina olmasindan daha yiiksek seviyede oldugu bulunmugtur. Bunun
nedeni protein kapsiili tekbagina oldufundan daha fazla miktarda zayif virus
kullanilmasindan olabilir.

TMV'de yapilan gozlemlerde bitkilerde dayamklilik olugturmak igin tiim virus
genomunu kullanmanin, protein kapsiili kullanmaktan daha uygun oldugu
saptanmighir. Buna kargiik Yamaya ve ark. (1988) tim viral gen kullanmanin
dezavantajlanm su gekilde siralamighr. a) Stabil zayif ik gereklidir. b) Zayif irk,
iiriinde Kalite ve kantiteyi azaltici etkide bulunabilir. ¢) Zayif rk mutasyon yoluyla
vitrulent bir wrk haline doniigebilir,

3. Antisense Dizilis

Virus dayanmiklihfinda genetik mihendisliginin kullanilmasi konusunda
tigiincii yaklasim antisense RNA (mesencer RNA sarmalim tamamlayics RNA'lar)
diziliglerinin kullamlmasidtr.

Antisense diziliginin virus replikasyonunu onlemek Szelligi ilk kez E. coli 'yi
enfekte eden bakteriofaj sp i¢in gosterilmistir (Coleman ve ark., 1985). Antisense
diziligi kullamilmasinin RNA bitki viruslan tarafindan olugturulan enfeksiyonlara kargt
koruyucu oldugu saptanmugtir.

Hiyar mozayik virasu {CMV) ve Patates X virusn (PVXYlannda antisense
diziliglerinin kullanilmasi ile bazi baganl sonuglar clde edilmigtir. Antisense RNA
verilen bitkilerin kontrollere gore virus enfeksiyonlarina daha az hassas oldugu
goriilmiis fakat bu korunmanin sadece diigiik konsantrasyonlardaki inokulum
uygulamalarinda gerceklestigi belirlenmistir (Grumet, 1990). Genelde antisense RNA
kullamlarak elde edilen dayamklilik seviyesinin viral kapsiil gen, zayif virus wka geni
satellite dizilig tarafindan saglanan dayanikhlik kadar yiiksek olmadif sOylenebilir.
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4. Satellite Dizilig

RNA viruslaninin ¢ogu, satellite (uydu) diye adlandirilan kiigiik (300-400
niikleotid) tek sarmal RNA molekiiliine sahiptirler. Satellite RNA'lar konukgu
bitkilerde virus enfeksiyonlarinda olugan simptomlarin gsiddetlerini azaltabilir, goriigii
nedeniyle aragtiricilar konukgu bitki genomu igine klonlanmug satellite diziliglerinin
yerlegtirilmesinin etkilerini incelemiglerdir.

Harrison ve ark. (1987) hiyar mozayik virusunun (CMV), Gerlach ve ark.
(1987) tiitin halkali leke virusunun (TORV) satellit diziliglerini kullanmmglardur.
Sonugta CMV ve TORYV satellite diziligleri igeren transgenik tiitiin bitkilerinin
kontrollere gére daha az simptom sergiledikleri belirlenmigtir.

Satellitlerin kullanilmasinin etkileri her zaman tahmin edilemez. Bazen
sateltitler kontrollere gore daha az giddetli simptomlann olusmasina neden olabilirken
bazen de daha giddetli simptomlarin olugmasina yol agabilirler. Simptomlardaki bu
farkliliklar birkag niikleotiddeki degismelerden olabilir. Satelitlerin olugturdugu etkiler
virus irklarina bagli olarak defigsmektedir. Bu durum satellit diziliglerinin
kullamilmasinin protein kapsiil geni kullanilmasindan ¢ok daha sinirli oldugunu
gostermektedir.

Dayanmiklilhik kaynag: olarak viral genlerin kullanilmasi, genetiksel olarak
virusa dayanikli bitkilerin olugturulmasinda oldukga 6nemlidir. Bunun igin
uygulanabilecek dort ayn yaklagim olumlu ve olumsuz ydnleri ile kargilagtirilarak
anlatilmaya ¢aligilmigtir. Genetik miihendisliginin yakin gelecekte birgok bitkide virus
dayamklilis artigi saglamak igin giigli bir potansiyel olacagim sdylemek miimkiindiir.
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