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OZET

Bilim adamlar1, viral veya nonviral orijinli genleri kiiltiir bitkilerine aktararak, bir¢cok
bitkiye virlislere karsi diren¢ kazandirmuglardir. Titiin (Nicotiana tabacum L.)
bitkisinde Tiitlin Mozaik Viriisiine (TMV) kars1 viral kilif protein araciligiyla
olusturulan direng, tarihsel olarak bunun ilk 6rnegi olmustur. Diger birgok viriis tiirevli
DNA dizilerinin bitki viriislerine kars1 direng sagladigi da bir¢cok caligmada
gosterilmistir. Bu diziler arasinda, translasyon yapilmayan sense veya antisense RNA,
satellit RNA, eksik (defektif) miidahale eden RNA, viral replikaz, proteaz, taginma
proteinleri ve nétralize edici antikorlar sayilabilir. Viriisten tiiretilmis genlere ek olarak
bitkisel orijinli genlerde transgenik diren¢ icin kullanilabilir. Bu direng
mekanizmasinda, genler diger direng genlerinde (R genleri) oldugu gibi viriise 6zgii
olabilir. Transgen aracili direncin avantajlarina ragmen viriis direngli transgenik
bitkilerin tiretimi ve kullanimi1 heniiz yaygin olmayip yakin gelecekte bu teknolojinin
daha da yayginlasacagi diisiiniilmektedir. Bu makalede, ekonomik olarak énemli kiiltiir
bitkilerine viriis direncini aktarmak i¢in kullamilan rekombinant DNA teknolojisinin
stratejileri ve giincel uygulamalari kisaca 6zetlenecektir.

Genetically engineered plants resistant against plant viruses
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ABSTRACT

Researchers developed many plants resistant to viruses by genetically engineering viral
and non-viral genes. In Nicotiana tabacum, resistance mechanism achieved by
transfering viral coat protein of tobacco mosaic virus (TMV) was the first example of
this approach. Many other viral DNA sequences were determined to be effective in
obtaining virus resistant plants. Among these, non-translated sense and antisense RNA,
satellite RNA, defective RNA interfering, viral replicase, protease, movement proteins,
and neutrelazing anticore. In addition to viral sequences or genes, non-viral plant virus
resistance genes can be used to develop transgenic virus resistance plants. In this, the
genes, like the other resistance genes, could be virus spesific. In spite of advantages of
transgene-mediated resistance in plants, this mechanism is not widespread to date, but
have potential in future applications. Briefly, in this study various recombinant DNA
technologies used for increasing plant resistance to viruses and currect applications will
be summarized.
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1. GIRiS

Bitki viriis hastaliklar1 ticari olarak degerli birgok
tirlinde O6nemli verim ve kalite kayiplarina neden
olmaktadir [1] ve bazen turunggil agaglarinda
Turunggil Tristeza Virlisiinde (Citrus tristeza viriis)
oldugu gibi tiim endiistriyi degistiren bir etken de
olabilmektedir [2]. Diinyada virlis zararindan
kaynaklanan kayiplarin miktarinin = 6lgiilmesi  zor
olmasina ragmen birka¢ milyar dolar seviyesinde
oldugu tahmin edilmektedir. Bu miktar, viris
enfeksiyonunun azaltilmasi igin viriisten ari materyal
iiretim cabalarini, vektdr kontrolii icin yapilan
ilaglamalar1, direngli ¢esit {iretimlerini, sanitasyon,
miinavebe ve biyolojik kontrol gibi kiiltiirel pratikler
icin harcamalar1 kapsamamaktadir. Bitki virisleri
RNA veya DNA viriisleri olabilir. Bilinen bitki
virtislerinin ¢ogunlugunu pozitif polariteli (positive
sense) tek iplikli RNA wvirtisleri olusturur [3]. Bitki
viriislerine kars1 kontrol onlemleri, funguslar ve
bakteriler gibi diger mikrobiyal patojenlere gore daha
azdir. Yukarida belirtilen kontrol dnlemleri etkili olup
iirtin kaybini azaltmasina ragmen daha etkili, siirekli
ve daha ucuz strateji ve yontemlerin gelistirilmesi
yiiriirliikte olan ¢abalar arasindadir. Bu stratejilerin en
onemlilerinden birisi viriise direngli kiiltiir bitkilerinin
geligtirilmesidir. Bitkilerde viriislere karsi direng,
dominant, resesif veya kantitatif (cok lokuslu veya
QTL) olabilir. Viriis diren¢ genlerine 6rnek olarak
Patates Y Viriisii (PVY)’ ne direng saglayan Ry genini
[1]; Patates X Viriisiine (PVX) karsi direng saglayan
Rx1 ve Rx2 genlerini, domateste, Domates Lekeli
Solgunluk Viriisiine (Tomato spotted wilt virus,
TSWV) karst Sw5 genini [4] sayabiliriz. Kiiltiir
bitkilerinin geleneksel 1slah metotlariyla genetik
olarak degistirilmesi etkilidir, fakat genellikle direng
istenilen ¢esitlerde hazir olarak bulunmamakta ya da
viriisiin degisik irklarina karst etkili olmamaktadir.
Istenilmeyen bircok karakterle ilgili oluslarindan
dolay1 diger bitki tiirleri veya uzak akrabalardan elde
edilen direng¢ genlerinin ¢aprazlama yoluyla transferi
zordur.

Viriis hastaliklarina kargi dogal olarak olusan diger
koruma mekanizmalart da  mevcuttur.  Viris
hastaliklarina karst genetik miihendisligi yoluyla
patojenden tiireyen direng timidi 1929 yilinda H.H
McKinney’nin tiitiin  bitkilerinin TMV’nin zayif
wklariyla bulastirildiginda  siddetli 1rklarina  karsi
korundugunun gosterilmesiyle ortaya cikmustir [5].
Viriisiin zayif irkiyla bulastirilan bitkilerin viriisiin
siddetli 1rkiyla karsilagtiginda semptom gelisimine

direnmesi dogal olarak gelisen bir mekanizmadir.
Capraz korunma ‘cross protection’ olarak bilinen bu
kontrol yontemi o giinden beri tim diinyada
uygulanmaktadir. Geleneksel capraz korunma bazi
iriin-viris  kombinasyonlarinda  etkili  olmasina
ragmen bazi potansiyel sakincalari da mevcuttur [6].

Viral dizilerin bitkilerde direng elde edilmesi amaciyla
ifade edilmesi ilk defa Hamilton tarafindan Gnerilmis
ve patojen tiirevli direng (Pathogen Derived
Resistance veya PDR) olarak isimlendirilmistir [7] .
Daha sonralari bitkilerde viriis direnci elde etmek igin
viral olmayan genler de tasarlanmstir. Bitkilerde viriis
direncini  artirmak  i¢in  rekombinant DNA
teknolojisinin kullanimi genetik olarak tasarlanmig
diren¢ (genetically engineered resistance) olarak
taninmigtir. Capraz korumayir taklit eden diger
onerilen genler kilif ve replikaz proteinleri kodlayan
[8] wirlis genlerine tamamlayict RNA dizilerini [9]
icermektedir. Genetik olarak tasarlanmis direncin
teorisi ilk olarak Beachy ve meslektaglari tarafindan
ilk defa TMV’nin kilif protein geninin tiitiin bitkisine
aktarilmasiyla gosterilmistir [10]. Bu konuda bir¢ok
derleme yaynlanmigtir [11; 12; 13; 14;15:16]. Son 20
yil icerisindeki iki dnemli gelisme bitkilerin, bitkisel
kokenli olmayan genlerin Dbitkiye eklenmesiyle
gelistirilmesini miimkiin kilmistir: 1) Genlerin, izole
edilmesi, klonlanmasi, ve dizisinin ¢ikartilmasi, 2)
yabanci genlerin bitki hiicrelerine sokulmasi ve bu
hiicrelerden degistirilmis bitkilerin elde edildikleri
aktarma teknikleri. Gen dizilerinin aktarilmasi
genellikle Agrobacterium tumefacience araciligiyla
basarilirken, nadiren protoplast tarafindan direk DNA
alimi ve bitki dokusunun biolistik bombardimani
yontemi de kullanilmaktadir.

2. VIRAL GEN YOLUYLA DIiRENC
2.1. Kilif proteini yoluyla koruma

Powell-Abel ve arkadaslarmin [10] oncii
caligmalarindan bu yana basta pozitif polariteli tek
iplikli RNA (ssRNA) igerenler olmak iizere birgok
bitki virlisiinde kilif proteini aracili direng (CPMP)
gosterilmistir [11,17,15]. Cift iplikli DNA (dsDNA)
ve tek iplikli DNA (ssDNA) genomlu viriislerde
CPMP’nin basarisina yonelik ¢ok az delil vardir.
CPMP igin genis bir aralikta direng ¢esitliligi
(hastaliginin ertelemesinden, total bagisikliga kadar

degisen) goOzlenmistir. Bu tip koruma, hastalik
semptomlarmin  hafifletilmesinden  ve  viriisiin
enfeksiyon sonrast yayilisinin  engellenmesinden
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kaynaklanmaktadir. Capraz korumada oldugu gibi
CPMP 6zel bir viriis veya ¢ok yakin iligkili viriislerle
sinirlt  oldugundan, direng mekanizmasi sinirl
uygulamalara sahiptir. Direncin giici, koruyucu
viriisiin kilif proteini ile onunla yarigma iginde olan
hastalik viriisiiniin iliskilerinin yakinligina baghdir.

CPMP’nin mekanizmas1 tam olarak anlagilamamistir.
Buna ilave olarak koruma sadece biitliin viris
parcacigl ile sinirli olup, enfeksiydz ciplak niikleik
asitler icin gecerli olmayabilir. Bu gozlemden dolay1
CPMP’nin mekanizmasinin virion kilif proteinin
soyulmasinin inhibisyonuyla ilgili oldugu
varsayilmistir. Diger diren¢ mekanizmalarinin da
olabilecegi konusunda da ¢ok sayida delil mevcuttur.
Birincisi, transgenik hatlarin goreceli direnci bitkinin
kilif proteini iiretim miktar1 ile zayif korelasyon
gostermektedir. Hatta translasyon yapilmayan (fakat
transkripsiyonu yapilmis) kilif proteini geni tasiyan
transgenik bitkilerde direng gosterebilmektedir [18].
Bununla birlikte domates bitkisinde TSWV igin diisiik
seviyede transkripsiyon yapan transgenik bitkilerin
yiiksek seviye de yapanlardan daha direngli olduklar
goriilmiistiir. Transkript aracili direng¢ azalmug viral
replikasyonla yiiksek korelasyon gostermistir. Bu
olguda transgenik  bitkilerde virus titerinin
azalmasinin, replikasyonu engelleyen RNA duplex
olusumu ile iligkili olabilecegi konusunda spekiilasyon
yapilmigtir [18]. Lindbo ve Dougherty,Tiitin Etch
Virilisii (TEV) ile yaptiklar1 bir ¢aligmada, uyarilmig
direng i¢in iki farkli mekanizma Onermislerdir [19].
Caligmalarinda, tam uzunlukta ve eksik kilif
proteinini, kilif proteininin antisense formunu, ¢ergeve
kaymasi igerip translasyon yapilmayan kilif proteini
iceren transgenik bitkiler yapmuslardir. CPMP’de
eksik kilif protein igeren trasngenik bitkilerin tam
uzunlukta kilif protein icerenlerden daha direngli
olduklar1 goriilmiis, hatta nadiren de olsa tam
bagisiklik gosterdikleri (replikasyonun hi¢ olmadigi
durum) goriilmiistir. CPMP’nin viriis parcaciginin
ayrilmasini  engelledigi veya yeni gelen viriis
genomlarmin yeniden kapsid proteini almasina neden
oldugu ve Lu ve ark. [20] tarafindan Onerilmis ve
Culver [21] tarafindan tanimlanmistir. Bu, TMV
model sistemine gore Onerilmistir. Bununla birlikte,
bu konudaki bilgi birikimi arttik¢a bu basit hipotezin
transgenik Dbitkilerdeki patojen tiirevli direngteki
cesitliligi aciklamada yetersiz kaldifi goriilmiistiir.
Ornegin, TMV CP nin birikmesi PVX gibi heterolog
viriislerde enfeksiyonu geciktirmistir [22].

Homolog kilif protein aracili direng¢ (CP-MR)
azaltilmis veya hi¢ sistemik enfeksiyon saglamazken,
genellikle heterolog CP tiirevli direng, viriisiin
sistemik yayilisini engellemek ve hastalik geligimini
onlemek suretiyle diisikk seviyede hetero direng
saglamaktadir [23]. Kilif protein aracili direncin
uygulanabilirligi  simirh goriilmektedir.  Yiiksek
seviyedeki transgenik mRNA, transkripsiyon sonrasi
gen susturulmasina neden olabilir [24]. Bu yiizden, bu
yontemin genel etkinligi transgenik mRNA’nin etkin
translasyonu ve protein ifade seviyesinin kararlt
olmasina baglidir [25]. Boylece bazi bilim adamlari
tarafindan  peptid aracih  direng  Onerilmistir
[26;27;28). Bu konuda yapilan caligmalarin ¢oklugu
nedeniyle bazi onemli iriin bitkilerinde CPMP
asagida Ozetlenmistir.

Tiitiin kolayca transforme edilip gogaltilabildiginden
dolayi CPMP’nin ilk deneysel c¢alismasi ve
gosterilmesi tiitlin  sisteminde yapilmistir. Ayrica
tobamoviriisler en iyi karakterize edilmis bitki viriis
gurubu olup 6400 niiklotitlik pozitif polariteli RNA’ya
sahiptirler [29]. Tiim olgularda viriisiin CP geninin
ifade edilmesinin ya total bagisikliga neden oldugu ya
da semptom gelisiminin gecikmesi seklinde direng
gelistirdigi gosterilmistir [30]. Sanders ve ark. [31]
TMV ve Domates Mozaik Viriisiiniin (ToMV) kilif
proteinlerini domateste ifade ifade ettirmis ve
transgenik domates bitkilerini diren¢ ig¢in tarlada
denemistir. Bazi hatlar her iki viriise karsi direng
gbstermesine ragmen, ToMV’ne direng TMV ile
karsilastirildiginda daha etkili bulunmustur. Kunik ve
ark. bir ¢ok tropik ve subtropik alanlarda domates
dretimini  engelleyen Sar1  Yaprak  Kivirciklik
Viriistiniin (TYLCV) kilif protein genini domateste
ifade ettirmiglerdir [32]. Transgenik hatlarin bazilari
transforme olmamuslara oranla hastalik gelisiminde bir
erteleme gostermistir. Patates Yaprak Kivirciklik
(PLRV) virlisiiniin kilif proteini ticari bir patates
cesidi olan Desiree’ye aktarilmistir. Transgenik
patatesler hastalik gelisiminde bir erteleme seklinde
direng gostermistir. Transgenik bitkilerde mRNA
tespit edilmesine ragmen kilif proteini tesbit
edilememigtir. Transgenik hatlarin hi¢ birinde kilif
proteini tespit edilemediginden dolayi, koruma igin
sadece mRNA’nin yeterli olabilecegi anlagilmaktadir.
Muhtemelen transgen segici bir sekilde tamamlayict
(komplementer) viral RNA’ya baglanarak
replikasyonu engellemektedir. Celtik ¢izgi viriisiiniin
CP geni ile geltik protoplasatlar1 transforme edilmistir
[33]. CP ifade eden transgenik hatlar inokulasyondan
sonra hastalik semptomlar1 geligtirmemistir. Murry ve
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ark. tath  musiin  siispansiyon  kiiltiirlerini
bombardiman veya elektroporasyonla, Misir Ciice
Mozaik Viriisiiniin (MDMYV) CP’ni ifade eden fertil
transgenik musir bitkileri tiretmiglerdir [34]. Cogaltilan
bitkiler MDMV ile inokule edildiginde semptom
gelisiminde bir gecikme ve CP genini ifade eden
bitkilerde semptom siddetinde bir azalma s6z konusu
olmustur. Transgenik bitkiler ayn1 zamanda heterolog
bir viriis olan Misir Klorotik Viriisiine karsi da direng
gostermiglerdir. Bu transgenik bitkilerde viriis
titerinde ciddi bir sekilde azalma gozlenmistir.
CMV’nin CP geninin ifade ettirildigi bu transgenik
tiitlin  bitkileri, bu viriisle bulastirildiginda direng
gostermiglerdir [35]. Gonsalves ve ark. CMV nin kilif
proteinini ifade eden transgenik bitkileri (Poinsett 76
¢esidi) bu virlise karst direncli bulmuslardir [36].
Papaya Halkali Leke Viriisiiniin CP genini ifade eden
transgenik bitkilerde bu virlise karst degisken
seviyelerde direng gostermislerdir.

Arjantin  Turunggil Psorosis viriisiiniin =~ 90-1-1
izolatinin kilif proteininden, kendine tamamlayici sag
tokas1 (hair pin) RNA parcasinin ve 54K genlerinin
ifadesinin N. benthamiana bitkileri {izerinde direng
saglamasi, bu konstraktlarin turunggil bitkilerinin
transformasyonu  i¢in  iyi  adaylar  oldugunu
gostermistir [37]. Direncin derecesi viral diziye bagh
olarak degismistir. Kiiglik engelleyici RNA (siRNA)
birikmesinin ve seviyesinin analizi, CP geninden elde
edilen konsraktin 54K genden elde edilene gore
translasyon sonrasi gen sessizlestirilmesini (PTGS)
uyarma da daha etkin oldugunu gostermistir.
Transkripsiyon sonrasi gen sessizlestirilmesinin hedef
dizi ile uyarici transgen dizisi arasindaki benzerlige
bagimli oldugu, CPV4’den (CPsV’e uzak bir izolat)
elde dilen dizinin CPsV karst kullanimiyla test
edilmistir. Bu izolata karsi da CP-tiiremis sag
tokasinin ifadesiyle etkili bir bir sessizlestirme
(silencing) elde edilmistir.

2.2. Replikaz yoluyla koruma

Transgenik bir bitkide bir viriise kars1 replikaz protein
aracili koruma ilk defa 54 kDA replikaz genini tagiyan
tiitiin bitkilerinde gosterilmis ve korumanin TMV nin
o rkina 6zgii oldugu tespit edilmistir [38]. Koruma
bagisikliga  yakin  olup  viral replikasyonun
azaltilmasindan kaynaklandigin1 gostermektedir. 54
kDa 1luk protein, transgenik ve virus enfekteli
bitkilerde hi¢ tespit edilmemesine ragmen,
expresyonunun replikaz aracili koruma i¢in gerekli
oldugu goriinmektedir. Cergeve kaymasi tasiyan

mutant Rep genleri transkript ve eksik protein
iiretmesine ragmen koruma saglamaz [12]. Replikaz
geninin uygun olmayan bir sekilde gegici ifadesi
konak¢ida engelleyici olabilir. Replikaz geni aracilt
koruma diger konak¢1 viriis kombinasyonlarinda da
gosterilmisti. CMV’nin  kiigiik bir delesyon ve
gergeve kaymasi mutasyonu tagiyan Rep geni insa
(konstrakt1 yapilmis) edilmistir. Eksiltimis ve defektif
olan replikaz geni yinede olduk¢a yiiksek seviyede
diren¢ uyarmistir [39]. Eksik replikaz genini ifade
eden transgenik bitkiler CMV veya CMV RNAsi ile
mekanik inokulasyona oldukg¢a direncli
bulunmuglardir. Defektif polipeptidin normal viral
replikasyon kompleksinin olusumunu engelleyerek
direng sagladigi farzedilmistir [40].

N. tabacum bitkileri Tiitiin Rattle Virlsiiniiniin SYM
izolatinin (TRV) replikaz geninin 57-kDA read
through domaini ile transforme edilmistir [41].Viral
transgeni tasiyan 6 hattan dordii TRV’ye cesitli
seviyelerde diren¢ gostermislerdir. 81G hattindan
transgenik bitkiler homolog izolatla veya RNAI
dizileri hemen hemen ayni olan TRV-PpK20 ve TRV-
PLB izotlariyla yapraktan ovma ile yapilan
inokulasyona oldukg¢a yiiksek diren¢ gostermislerdir.
MacFarlane ve Davies Bezelye Erken
Kahverengilesme Tobraviriisiiniin  (Pea early
browning tobravirus, PEBV) 54kDA Rep proteinine
analog bir dizisinin 1mg/ml saflagtirilmis viriise karsi
direng gosterdigini rapor etmislerdir [42]. Bu direncin
premature translasyona neden olan bir mutasyon
tarafindan bozulmasi 54 Kda proteinin uyarilmis
direngle ilgisinin oldugunu diisiindiirmiistiir. Onlar
PEBV’nin dogal rklarinin uyarilmis direnci kirdigini
da rapor etmislerdir.

Faria ve ark. tarafindan Fasulye Altin Mozaik
Viriisliniin  (Bean Golden mosaic Virus, BGMYV)
nuklezit trifosfat (NTP) baglama motifi oldugu
farzedilen D262R motifinde kodon degisikligi tastyan
mutant rep geni yapilmigtir [43]. Phaseolus vulgaris
mutant rep geni ve bar geni tastyan bir vektorle
transformasyon yapilmig ve baslangic
transformantlarindan (TO) 17 tane si analiz edilmistir.
Bir hat (M1/4) glufosinat amonyuma tolerans ve
virisede kismi direng gdstermistir. Hastalik
yogunlugu inokulasyon seviyesine bagli olmusgtur.
Hiyar Meyve Kabarcikili  Mozaik  viriisiiniin
(Cucumber fruit mottle mosaic virus, CFMMYV)
54KDa replikaz geni oldugu farzedilen bir gen
Agrobacterium tumefaciens vektoriine klonlanmis ve
partenokarpik bir hiyar kiiltiivarinin  kotiledon
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explantlarina aktarilmigtir [44]. R1 fideleri direng
acisindan, semptom olusumu, alternatif bir konakg¢iya
geri inokulasyon ve ELISA ile CFMMV ye karsi
taranmistir. Replikaz geni tasiyan 14 R1 hattindan 8
tane direngli hat tanimlanmstir. Aday 54-kDa replikaz
geni i¢in homozigot olan hat-144 mekanik
inokulasyon, as1 inokulasyonu ve CFMMYV ile bulagik
toprak ile inokulasyon sonucu CFMMV’ya karsi
bagisik bulunmustur. Ek olarak 3 tane kabakgilleri
enfekte eden tobamoviriislere karsi da ciddi anlamda
semptom olusumu geciktirilmistir.

Braun ve Hemenway, PVX viriisliniin Rep geninin
tam uzunluktaki veya amino ucu kismindan klonlar
olusturup tiitliin bitkisine aktarmiglardir. PVX’e karsi
olusturulan direncin derecesi Rep geninin farkl
uzunluktaki kisimlarin1 ifade eden hatlara gore
degiskenlik gostermistir. Kontrol bitkilerine gére Rep
genini tam uzunlukta veya modifiye edilmis bir
kismin1 ifade eden direngli Dbitkilerde lokal
lezyonlarda ve viriis birikiminde azalma gbzlenmistir.
PVX igin replikaz aracili direncin kilif proteini aracili
(CPMP) direngten daha etkili oldugu bulunmustur.
Longstaff ve ark. PVX Rep geninin GDD motifi
igerisine mutasyon sokulmus kisimlarini ifade ettirmis
ve direng uyaran  bu motifin roliinii
degerlendirmislerdir. Degisik modifikasyonlar igeren
Rep genini ifade eden bu hatlar ya tam direng
gostermis ya da tamamen duyarl bulunmustur [45].

Cymbidium Halkali Leke Viriisiiniin (Cymbidium
ringspot virus, CyRSV) tam uzunlukta viral Rep geni
N. benthamiana bitkilerinde ifade ettirilmistir.
Transgenik bitkiler viriis inokulasyonuna direngli ve
viral RNA inokulasyonuna bagigik bulunmustur [46]).
Replikaz aracili koruma CMV, PVX, CyRSV ve
PEBV i¢in ekstrem seviyede etkili bulunmus olup
ticari olarak 6nemli bir ¢ok {iirlin bitkilerinin diger
konakg¢i-viriis kombinasyonlarinda da etkili bir kontrol
icin potansiyel vaat etmektedir. AIMV ve BMV
virlislerinin tam uzunluktaki RNA 2 dizilerinin ifade
ettirilmesi virus inokulasyonuna direng
gostermemistir. Replikaz aracili direncin molekiiler
mekanizmasini anlamak i¢in direng cevabini uyaran
replikasyonla iligkili proteinlerin spesifik dizileri
hakkinda daha fazla bilgi gereklidir.

2.3. RNA yoluyla koruma
Genel olarak eksik fonksiyonel baskilama bu

teknolojinin ciddi bir sakincasi olmasina ragmen RNA
kullanmak yoluyla viral gen expresyonunu

baskilayarak direngli bitki elde edilmesi bir bagka
yoldur [47, 48]. Bu mekanizma bitkilerde,
hayvanlarda ve funguslarda mRNA’nin diizenlenmesi
icin iyi korunmustur. Viral enfeksiyonun kontrolu i¢in
antisens RNA’nin  kullanimi  birgok laboratuar
tarafindan gosterilmistir [49, 50]. Viral genomun bir
kismina tamamlayicti RNA ifade ettirillmesi,
muhtemelen RNA-DNA c¢ifti (duplex) olusturarak
viral genomun replikasyonunu durdurdugu
anlasilmaktadir. Cift olusumu transkripsiyon ve
translasyonu baskilayabilir, transportu engelleyebilir
ya da nukleik asitlerin daha hizli doniisiimiine
onderlik edebilir. Antisens RNA aracili koruma iki
basamaktan olusur: hedef genomun sessizlestirilmesi
ve kiigik RNA molekiillerinin iretilmesi [15, 51].
Rapor edildigi tizere, iki tip mRNA firetilmektedir:
siRNAlar ve miRNAlar. siRNA yolunda, RNA
bagimli RNA polimeraz tek veya ¢ift iplikli RNA’y1
ve pargalayiciyt (Dicer, 21 25 niikletite pargalayan)
tespit eder [52, 53]. Bu RNAlar daha sonra
ekzonukleazlar tarafindan pargalanir veya PTGSleri
¢ogaltmak icin RDR ler i¢in primer olarak kullanilir.
Parcalayic1 (Dicer) benzeri enzimler bazi arastiricilar
tarafindan rapor edilmigtir [54, 55]. miRNAlar tek 21
niikletitlik iplik¢ikli RNAlar olup onlarda dicer
tarafindan  kesilir [56]. Pre-miRNAlarin hatali
eslesmeden dolay1r sa¢ tokast yapili oldugu rapor
edilmistir [57]. Daha sonra miRNA larin yapay olarak
yeniden dizayni ¢ok sayida viriisii hedeflemek igin
kullanilmistir [58]. Tarlada belirli bir zaman diliminde
birden fazla viriis bulunabilir, dolayisiyle yetistirilen
virtislerin birden fazla viriise direngli olmalar1 gerekir.
Yapay iki miRNA’nin es zamanl ifadesi iki farkli
viriise kars1 direng olusturmak i¢in kullanilabilir.

Antisens RNA aracili direng birgok potyviriis i¢in
etkili bulunmugtur. RNA transkriptin  birikmesi,
bulastirilan viriisiin replikasyonunda segici olarak
gelen RNA’ya baglanarak, 6zel bir basamagi
baskilamaya yeterli oldugu goriilmektedir [19].
Translasyonel  olarak  engellenmis CP  ile
transformasyon yapilan bitkiler CP ifade eden hatlara
benzer sekilde direng gdstermesi viral replikasyonun
antisens RNA aracili baskilanmasi yoluyla oldugunu
gostermistir [59].

Antisense  transkript  ¢ekirdekte  iiretildiginden,
nukleusta replikasyon yapan geminiviriisler (tek iplikli
DNA) antisens RNA teknigini test etmek i¢in uygun
hedef olabilirler. Huntley ve ark. Brom Mozaik
Virilisiiniin ~ replikasyonunu,  replikasyonun  ilk
basamagi olan negatif DNA iplik¢iginin sentezini blok
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ederek bozmak i¢in tegebbiiste bulundular. Goreceli
olarak daha az sayida viriis molekiilii bulundugundan
bu dénem enfeksiyondan korunmak i¢in saldiriya agik
bir dénemdir. BMV RNA 3’{in genler aras1 bolgesinin
negatif iplikle engelleyici bir ilisgkiye girmesi viral
replikasyonu % 90 azaltmistir [60]. Bu yaklasim
genomik viral promotor aktivitesinin azaltilmasini
icermektedir. Day ve ark. replikasyon i¢in gerekli olan
TGMV’nin AL1 genini antisens yonde ifade eden bir
vektor hazirlamiglardir [61]. Viriisle inokulasyon
yapilan transgenik bitkilerde kontrol grubuna goére
disiik seviyede replikasyon ve semptom gelisimi
goriilmiistir. Bu  sonuglar antisens RNA’nin
kullaniminin viral enfeksiyonlar1 azaltmada, 6zellikle
de c¢ekirdekte replike olanlarda itimitvar oldugunu
gostermistir.

Genetik mithendisligi yoluyla viriis direnci elde etmek
icin eksik (defektif) engelleyici molekiilii ve satellitler
ek araglardir. Bu ¢esit RNA’lar (bazan DNA’lar1 da
igerir) rhabdoviriisler, reoviriisler, tombusviriisler ve
gemini viriisleri de kapsayan bir¢ok viriis grubunda
bulunabilmektedir. Yardimci viriisiin replikasyonu
icin satellit RNA’lar gerekli olmayip satellit RNA ile
yardimc1 virlisiin genomu arasinda homoloji yoktur.
Satellit RNA’larin yardimci virlis tarafindan sebep
olunan hastaligin semptomlarini, semptom siddetini
azaltip c¢ogaltarak degistirdigi gosterilmistir [62].
Defektif viral dizileri ifade eden transgenik bitkiler
genetik miihendisligi yoluyla direng elde etmek i¢in
bir bagka kaynak olabilir.

CMV’ne kars1 satellitler hastalik siddetini azaltan bir
etkiye sahip olmuslardir. CMV nin satellit RNA’larini
ifade eden transgenik domateslerin tarla testleri,
transgenik olanlarda hastalik siddetinde ciddi azalma
oldugunu  ve  transgenik  olmayanlara  gore
transgeniklerin %50 daha fazla triin olusturdugunu
gostermigtir. Bununla  birlikte Cin’deki tarla
denemeleri SatRNA aracili korumanin tiitiin ve
domates bitkilerini dogal enfeksiyonlardan tamamen
korumak i¢in yeterli olmadigini gdstermistir(63).

Eksik engelleyici RNA (defective interfering RNA,
DIRNA), kisaltilmis bir RNA molekiilii olup esas
viriis tarafindan olusturulan semptomlarin  yok
edilmesi ile ilgili viral genomun bir kismini temsil
eder. Kollar ve ark. CyRSV’nin DIRNA’sin
klonlamuglar ve in vitro sentezlenmis RNA
transkriptinin  biyolojik olarak aktif oldugunu ve
CyRSV ile eszamanli inokule edildiklerinde CyRSV
virisiiniin semptomlarin1 azalttifin1  gostermislerdir.
DIRNA ifade eden transgenik N. bethamiana bitkileri
de CyRSV’ye direng gostermislerdir [64].

Genel olarak, tiriinlerin korunmasinda protein ve RNA
aracili direncin kullanilmasinin bazi sakincalar1 da
vardir [65]. Bu iki mekanizmanin potansiyel riskleri
sunlari igerir: 1) Viriisden tiiretilmis transgen ile hedef
olmayan viriis arasinda gergeklesen rekombinasyonla
yeni patojenler tiiretilebilir, 2) Trans enkapsidasyon
(birinin digerinin kapsidi almas1) yoluyla birbirleriyle
alakasiz viriisler bitkiye tagmabilir, 3) Transgen
tarafindan {iretilen iiriin ile viral proteinlerin sinerjistik
etki gdstermesi sonucu semptomlarin daha da
siddetlendirilmesi s6z konusu olabilir, 4) Transgenik
polen yoluyla otsu akrabalara gen akisi olabilir, 5)
Yeni alerjenler ve toksik proteinlerin {iretimi
goriilebilir [46,65,66,67]. Ayn1 zamanda c¢apraz
korumada zayif susun kullanilmasi, uygulanmasini
sinirlayan bir¢ok iligkili risk tagimaktadir: 1) Dogal
vektorlerle tasindigindan uygulanan alanla
smirlandirilmasinin -~ zorlugu 2) baska viriislerle
sinerjizm ve rekombinasyon, 3) inokulumlarin
hazirlantp ~ driinlere  uygulanmasmin ~ maliyeti
bunlardan bazilaridir[68].

Yukarida séylenen risklerden dolay1 viriis direnci igin
yapay mikro RNAlar (artifical microRNA, amiRNA)
kullanilabilir. Bu stratejinin kullanilmasinin, virus
iligkili dsRNA’larin (double stranded RNA, g¢ift
iplikgikli RNA) ifadesinin kullanilmasiyla
karsilastirildiginda birgok avantajlar1  vardir [69].
Kullanilan dsRNA’larin uzunluguna bagli olarak
transgenik bitkilerde sRNA(small RNA)’larin birgok
tiriiniin ifadesi beklenilebilir ve bu sRNA’lar hedef
dis1  etki gosterebilir, Ornegin endojen genleri
etkileyebilir. Bunun aksine amiRNA yaklagimiyla
sadece bir tane kararl kiigiik RNA diretilir ve onun
dizisi de hedef digi etkilerin azaltilmasina yo6nelik
olarak segilebilir. Buna ilaveten g¢apraz polinasyon
sonucu olusabilecek gen akisi disinda, amiRNA
stratejisi yukarida zikredilen tiim endiseleri en aza
indirir. miRNA islevinin yiiksek bitkilerde korunmus
olmasindan dolayr amiRNA stratejisi viriislere karst
tirin bitkilerinin korunmast igin genis
uygulanabilirlige  sahiptir. Miimkiin  olabilecek
herhangi bir direng kirtlmasinin 6niine ge¢ilmesi i¢in
viris  genomunun degisik Onemli  bdlgelerini
hedefleyen 2-3 amiRNA ayni bitkide ifade ettirilebilir.
Cok sayida uygun sekilde dizayn edilmis
amiRNAlar’in birlikte ifade ettirilmesi ile ¢ok cesitli
viriislere karsi genis spektrumlu direng basarilabilir
[58]. Gelecekte capraz koruma, protein ve mRNA
aracili korumanin mekanizmasi iizerine yapilabilecek
yeni kesiflerin bitki virlis etkilesimlerindeki yeni
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mekanizmalar1 ¢ozmek ve tarlada virlis direnci igin
daha gelistirilmis biyogiivenlik igeren daha etkili
stratejilerin  gelistirilmesi i¢in bilgi saglayacagina
inanilmaktadir.

2.4. Ek viral gen aracihi direnc¢ genleri

Aragtirmacilar yapisal olmayan proteinleri de patojen
tiirevli direng amaciyla test etmislerdir. Normal olarak
viral poliprotein prosesinde islev yapan Tiitiin Damar
Alacalama Viriisinden  (Tobacco vein mottling
virus,TVMV) elde edilen potyvirus proteinazi’nin
transgenik ifade edilmesi TVMV’ye kars1 direng ile
sonuglanirken diger iki tiitlin potyviriisiine direng
saglamamigtir [70]. TMV’den elde edilen eksik
taginma proteinini ifade eden bitkiler TMV veya diger
tobamoviriisler ile  bulastirildiklarinda  sistemik
semptom ifadesini geciktirdikleri bulunmustur [71].

2.5. Viral olmayan gen yoluyla direnc

Sudarshana ve ark. yakin zamanda transgenik
bitkilerde viral olmayan gen aracili diren¢ konusunda
bir derleme yaymlamiglardir. R (direng) genleri
spesifik bitki patojenlerinin taninmasi ig¢in protein
kodlarlar[72]. Spesifik bir R geni ile bir virus
kombinasyonu arasindaki uyumsuz iliski, enfeksiyon
bolgesinin ¢evresindeki ilk hiicrelerin programli
olarak oldiiriildiigii hipersensitif reaksiyon (HR)
yoluyla, viral enfeksiyonun izolasyonuyla sonug¢lanir.
Genellikle, direngli bitkilerdeki bdyle tepkiler viriis
miicadelesi i¢in olduk¢a yiiksek direnglilik durumu
olan sistemik kazanilmis direnci tetikler. N. glutinosa
da diren¢ geninin kesfi ve kiiltiir tiitiiniiniin 1slah
programlarinda  kullanimi, TMV  enfeksiyonunu
hemen hemen elimine etmistir. Bu tiir N geni bir
transgen olarak ifade edildigi zaman N. tabacum’un
duyarli genotiplerinde oldugu kadar domateste de
direnglilik olusturmustur [73,74]. N genine benzer bir
sekilde Rx geni tarafindan kodlanan {iriinler
transgenik patates, N. benthamiana ve N. tabacum’da
PVX’e direng saglamustir [75]. Yapisal olarak diger R
gen iriinlerine benzeyen Rx gen iiriindi, virisi HR
bagimli yontemle smirlar. Bununla birlikte gen tiriinii
hiicre 6ldiirme yetenegine sahiptir. Direng saglayan
¢ok sayida R genlerinin varligina ragmen, N ve Rx
genleri disinda sadece Tm-22 diger bir klonlanan viriis
direng genidir [76].

R genlerinin disinda HR’1 ilgilendirmeyen fakat
viriislerin sistemik hareketlerini engelleyen transgenik
direng c¢esidi de gosterilmistir. Bitki gelisimi ve

genetigi icin bir model bitki olan Arabidopsis
thaliana’nin RTM1 ve RTM2’nin gen iiriinleri, jacalin
zincirini, bitki lektinini ve kiigiik 1s1 soku proteinini
andirir [74,77]. Bu iki gen birlikte A. thaliana’da tiitiin
etch viriisiinlin uzun mesafe tagmmasini siirlar.
Bununla birlikte bu genlerin transgenik direngte
kullanim1 heniiz gosterilmemistir. Viral proteinlerin
islenmesinde cis ve trans islev yapan viral proteazlarin
gerekliligi proteaz inhibitorlerinin viriis kontrolunda
kullanilabilecegini akla  getirmistir. ~ Poliprotein
islenmesi birgok viriis arasinda genel 6zellik olmakla
birlikte, ozellikle Potyviridae ve Comoviridae
familyalarinda ¢ok goriiliir. Cysteine proteinazlari
engelleyen c¢eltik cystatin  geni tiitinde ifade
ettirildiginde PVY ve tiitin Etch Viriisiine direng
saglayabilmistir [79]. Transgenik bitkilerin TMV’ye
direngli bulunmamasi direncin potyviridae
familyasindan iki viriise 6zgii oldugunu gostermistir.

2.6. Ribozom-engelleyen proteinler

Ribozom engelleyen proteinler (RIP), RNA N-
glikozidazlar olup oOzellikle 28S rRNA’nin A4324
pozisyonundan bir purin bazinin kaldirilmasina neden
olurlar. Bunun sonucu olarak da substrat RNA’nin 3’
ucunun ayrilmasma ve rRNA’nin, Okaryotlarda
mRNA’nin translasyona katilimina engel olurlar.
Birgok  kiiltir  bitkisi tohumlarinda ve diger
kisimlarinda RIP biriktirirler. TMV ile es zamanli
inokulasyon yapildiginda dogal olarak antiviral
oldugu bilinen pokeweed bitkisi yaprak ekstrakti RIP
grubundan Pokeweed antiviral proteini (PAP)
icermektedir. PAP’mm cDNA dizisi izole edilip,
klonlanip konstitiitif bir promotorun kontrolu altinda
aktarilarak PAP ifade eden transgenik patates ve
domates bitkileri iretildiginde PVX ve PVY’nin
mekanik inokulasyonlarma ciddi seviyede direng elde
edilmistir [80]. Bu bitkiler aym1 zamanda mekanik
olarak bulastirilan CMV’ye de direng gostermelerine
ragmen, afit tarafindan tasinan patates yaprak
kivirciklik viriisi ve PVY enfeksiyonlarma farklt
seviyelerde direng gostermeleri de dikkat ¢ekmistir.
Bu bitkide PAP hiicresel matrikse ihrag edilerek
pokeweed ribozomlar1 korunur. Transgenik tiitiinde
mekanik yaralamay1 takiben transgen tarafindan ifade
edilen PAP sitoplazmaya girerek viral RNA
translasyon yapilmadan ribozomlar1 nétralize eder ve
boylece diren¢ basarilir. Bitki orijinli bircok RIP
polinukleotid, N-glikozilaz olup, enginar benekli
kirigiklik viriisii (Artichoke mottled crinkle virus) ve
TMV’nin RNA’s1 dahil, DNA ve RNA substratindan
adenin bazim1 uzaklastirabilir ve boylece enfekteli
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bitkilerin stoplazmasindaki viral RNA’y1 etkileyebilir.
PAP’iIn C terminal delesyon mutanti konakg1
rRNA’sin1  depurinasyon yapamaz fakat viral
enfeksiyonu durdurma yetenegine sahiptir [81]. Son
zamanlarda PAP’mm CAP tasiyan mRNA’lar1 da
depurine ettigi ve farkli bir antiviral karaktere sahip
oldugu bulunmustur [82]. Muhtemelen tiim RIP’ler
hiicrelerarast  bosluga hedeflenmemistir ya da
sitotoksik kalmalar1 i¢in bu hedefleme i¢in gerekli
olan sinyal ¢ikartilmistir. Boylece transgenik RIP’in
virlis  tarafindan  diizenlenen ifadesi ribozom
inaktivasyonu icin enfekteli hiicreleri hedefleyerek
viriis korumast saglayabilir. Iki parcali
geminiviriislerin - AC2 gen {irlinii, saga dogru
transkripsiyonun transaktivatdrii olup CP’nin sirasiyla
DNA-A, BVI ve DNA-B den etkili transkripsiyonu
icin gereklidir. RIP (Dianthin) icin c¢DNA Dianthus
caryophyllus’dan izole edilip AV1’in promotoruyla
birlestirildiginde N. benthamiana’da Afrika Kasava
Mozaik Viriisiine (African cassava mosaic viriis) karst
direng saglamstir [83]. Transaktivasyon yapilan RIP-
aracili direncin bocek tarafindan tasman viriislere
veya onlarin vektorlerine etkili olup olmadig:
bilinmemektedir. Sitotoksisiteden dolay1 bazi bitkiler
etkilense de biiyliyen bitkilerin esnekliginden dolay1
bu zarar tolere edilebilir. Bu da sekonder viriis
yayilimini engellemek igin iyi bir yoldur. PAP ve
dianthin disinda trichosanthin, transgenik tiitiin de
CMV ve TMV’ye karsi koruma saglayan bir bagka
RIP’dir [84]. Transgenik {irlinlerin gelistirilmesinde
yiyeceklerde RIP varligindan dolay: tiiketici endisesi
o6nemli bir faktdr olmasina ragmen, dogal RIP’lerin
bitkiler aleminde yaygin olmasi ve bugday ve arpa
gibi iriinlerin ¢ogunun tohumlarinda RIP biriktirmesi
nedeniyle endiseler mesnetsiz gibi goriinmektedir.

2.7. Diger genler

Transgenik diren¢ i¢in R genleri ve RIP’ler disinda
bircok bagska yonteminde potansiyel tasidigi
belirtilmistir. Bunlara oOrnek olarak tek zincir
antibadileri (single chain antibodies, ScFv) (85, 86),
ve fare 2’5’ adenilat sentetazlar verilebilir [87].

2.7.1.Proteaz inhibitorleri

Poty-, tymo-, nepo-, como-, ve closteroviriisler gibi
pek ¢ok virlis gurubunun, replikasyon ve c¢ogalma
amaciyla kendi proteinlerini iglemek igin sistein
proteaz aktivitesine ihtiyaglar1 vardir. Sistein proteaz
inhibitorii ifade eden bitkiler viriis ¢cogalmasina direng
gosterirler. Bu fikir transgenik tiitiinde geltik sistein

proteaz inhibitérii (oryzacystatin) ile potyviriise karst
test edilmigtir. Celtik proteaz inhibitoriinii ifade eden
titiin hatlarn TEV ve PVY enfeksiyonlarima kars:
diren¢ i¢in denenmistir. Tiim test edilen transgenik
hatlarda Oryzacytatin mesaj seviyesi ile papain
(sistein proteaz) inhibisyonu ve TEV ve PVY direnci
arasinda agik ve direk bir korelasyon gozlenmistir.
Beklendigi  gibi, ¢ogalmast igin  poliprotein
islenmesine ihtiyag duymadigindan T™V
enfeksiyonlarina karst koruma gdzlenmemistir. Bu
sonuglar, protein kesiminin hayat dongiilerinin 6nemli
bir pargasi oldugu farkli potyviriislere karsi proteaz
inhibitorlerinin kullanilabilecegini gostermistir.

2.7.2. interferon benzeri sistemler

Yiiksek omurgalilar interferon tarafindan diizenlenen
2’-5 adenilat sistemi ile RNA pargalanmasini kataliz
ederek virlis enfeksiyonlarma kismi direng gosterirler.
2’-5 adenilat sistemi iki enzimden olusur, bunlardan
2’-5’ adenilat sentetaz cift iplikli DNA’ya karsi 5’
fosforlanmig 2°-5° bagli adenilat yapar, digeri ise 2’-
5’ bagimli RNaz L’dir. Bu transgenik hatlarin en az
TEV, TMV ve AMV gibi viriislere karsi direng
yetenekleri pozitif bulunmustur.

3. SONUC VE TARTISMA

Powell-Abel ve ark. tarafindan CPMP’nin ilk rapor
edildiginden bu zamana kadar kisa zaman siirecinde
bitkilerde genetik miihendisligi yoluyla viriislere
diren¢ konusunda 6nemli gelismeler olmustur. Bu,
viral ve nonviral genlerin kullanimini, bitki virolojisi,
fizyolojisi, biyokimyasi, molekiiler biyolojisi gibi
disiplinlerdeki giiclii temel, bilgi ve ilerlemeyi de
kapsamaktadir. Ozellikle CPMP igin, farkli viriislere
direngli agronomik olarak 6nemli olan bir¢ok iiriiniin
transgenik hatt1 ya tarla testi ya da daha ileri
asamalardadir.  Virlis  direncinin  mekanizmasi,
transgen ile viriis arasindaki molekiiler iliski, viriis
replikasyonunda rol alan bitki faktorleri hakkinda elde
edilecek bilgiler, bitki viriislerinin kontrolii i¢in yeni
mekanizlarin gelistirilmesine katkida bulunacaktir.
Genetik miihendisligi, viriise 6zgii direng genlerinin
tanimlanmasini, izolasyonunu, siirsiz {iriin ¢esitlerine
eseysel uyumluluklarina bakmaksizin ve istenilen
agronomik karakterleri tehlikeye atmadan ve yogun
geri  c¢aprazlama  gerektirmeden  aktarilmasini
saglamaktadir. Bu yeni teknolojinin biiyiikk faydalari
yaninda viriis direnci i¢in genetik miihendisligi ile
ilgili problemler ve dezavantajlarda vardir. Bitki
virtislerinin yiiksek replikasyon hizlarryla direnci
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kiracak  yeni wrklar gelistirmesi ihtimali
bulundugundan tek gen tarafindan uyarilan direncin
degeri smirli kalabilir. Transgenik bitki iiretimi
sirasinda seleksiyon amactyla kullanilan isaret genleri
(antibiyotik veya herbisit direnci) c¢everesel risk
tagtyabilir. Transgenik bitki tiretimi amaciyla yapilan
doku kiiltiirii sirasinda uyarilan somaklonal varyasyon
transformantlarin  genetik dizilerini degistirebilir.
Bireyler arasindaki olaganiistii farkliliklar, gen ifade
seviyesi ile direncin derecesi arasinda korelasyonun
¢ogu zaman tespit edilememesi patojen tilirevli direng
icin ortak bir model olusturulmasmi zorlastirmistir.
Aktarilan genin sayist ve kromozomal lokasyonu
kontrol edilemez ve aktarilan genin ifadesi bireysel
transformantlar arasinda aym degildir. Istenilen
Ozellikte bir transformantin elde dilebilmesi ve
aktarilan genin ifadesinin ¢aligilabilmesi igin ¢ok
sayida transformant elde edilmelidir. Biitiin bunlara
ragmen etkin ve hizla manipiile edilebilir olmast
nedeniyle bu c¢alismada bahsedilen konularin
arastirmacilarda yeni ufuklar agilmasmna ¢ok degerli
katkilarda bulunabilecegi diigiiniilmektedir.
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