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Oz

Bitki biyoteknolojisi, modern genetik muhendisligi araglarini kullanarak bitkilerin istenilen karakterlerinin
iyilestirilmesini amaclar. Son vyillarda, protein kodlamayan kiicik RNA’lardan olan mikroRNA (miRNA)
genlerinin yer aldigi, dogal gen ifadesini diizenleyici mekanizma olan RNA interferans (RNAI), bitki
gelistiriimesinde faydali bir arag olarak 6nem kazanmistir. miRNA’larin, hemen hemen bitin biyolojik ve
metabolik islevde anahtar dizenleyici role sahip olduklari ortaya konulmustur. Hiicresel yolaklarin
miRNA tabanli RNAi ile manipile edilmesi ile bitki yapisinin degistirilmesi, abiyotik streslere toleransin ve
biyotik streslere direncin gelistirilmesi, bitkilerin besin degerlerince zenginlestirilmesi, meyve ve
sebzelerde raf dmriniin uzatilmasi ve sekonder metabolit Gretiminin artirilmasi gibi daha pek ¢ok bitki
biyoteknolojisi alaninda basarili 6rneklerin varligi, bu teknolojinin gelecek vaat eden bir ara¢ oldugunu
gostermektedir. Bu baglamda, bu derleme, bitki miRNA genleri ve miRNA tabanli RNAi teknolojisinin
bitki iyilestirilmesinde uygulamalarina dair son gelismeleri sunmayi amacglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bitki biyoteknolojisi, miRNA, RNAI, Bitki iyilestirme

MicroRNA-Based Interference Applications in Plant Biotechnology

Abstract

Plant biotechnology aims to improve desirable characters of plants by using modern genetic engineering
tools. Recently, RNA interference (RNAi), which is a natural sequence-specific gene expression
regulatory mechanism involving non-coding small RNAs like microRNA (miRNA), has gained importance
as a beneficial tool for crop improvement. MiRNAs are identified as the key regulators in almost all
biological and metabolic processes. Hereby, manipulating miRNA-based RNAi pathways offer a
promising tool in the presence of successful applications on several fields of plant biotechnology, such
as altering plant architecture, improving abiotic stress tolerance and biotic stress resistance, enrichment
the nutritional value of plants, prolonging shelf life of fruits and vegetables, enhancing secondary
metabolite production. This review aims to provide the latest updates on plant miRNAs and applications
of miRNA-based RNAi technology for crop improvement.
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Giris degradasyonu veya translasyon inhibisyonu
yoluyla gen ifadesini negatif olarak
MikroRNA'lar (MiRNA), protein  Gijzenlerler (Jones-Rhoades, 2012). ilk

kodlamayan  yaklagk 22 nikleotid  \,irNA, Lee ve arkadaslari (1993) tarafindan,

uzunlugundaki  endojen  kiigik  RNA  cqenornabditis elegans'in gelisiminde  rol

molekdilleridir ve hedef mRNA’lara kismen 5151 ve in-4 olarak adlandirilan 22 niikleotid

kusursuz baz eslesmesiyle baglanip mRNA uzunlugundaki bir kiicik RNA’nin, LIN-14
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proteininin ifadesini lin-14 mRNA’sina kismi

baz negatif olarak
¢alisma
kesfedilmistir. Ancak, 2000’li yillarin basinda
miRNA'larin da

kesfedilmesiyle, tabanli

eslesmesi  yaparak

dizenledigini goézlemledikleri ile
organizmalarda
miRNA

transkripsiyonel diizenleme mekanizmasinin

diger

gelisimsel suregte genel ve 6nemli role sahip
oldugu anlasiimis ve son vyillarda bilim
adamlarinin, endistrinin ve 6zel sektoriin ilgi
odagi haline gelmistir. GUnlimuzde, gelismis
biyoinformatik araglar ve yeni nesil dizileme
teknolojileri  sayesinde yeni kesfedilen
miRNA’larin sayisi 6nemli 6lclide artmustir.
En son ¢ikan miRNA veri bankasina (miRBase
21, June 2014) gore 223 tire ait 35828 olgun
(mature) miRNA (ma-miRNA) bulunmaktadir
(Kozomara ve Griffiths-Jones, 2014). Yine,
ayni veri bankasinda, 75 bitki tirine ait 8496
ma-miRNA yer almaktadir. Kesiflerinden bu
pek

miRNA’larin gelisimsel sireclerin yaninda,

yana vyapilan cok arastirmada,
bliyime, abiyotik ve biyotik stres toleransi,
biyokutle artisi gibi pek ¢ok metabolik olayda
rol oynadiklari gésterilmistir (Sun, 2012).
MikroRNA’larin RNA interferans yolu ile
spesifik dizi tabanli gen susturma o6zelligi
bitki bir
yaklasim sunmaktadir. Bu teknoloji, yiksek

biyoteknolojisi icin  alternatif

oranda faydalanabilecegimiz sekilde
bitkilerin insasina olanak vermektedir. Bu
derlemede, kisaca miRNA’larin biyogenezi,

evrimi ve islevlerinden bahsedilip, miRNA

tabanli RNA interferansin (RNAi) bitki
biyoteknolojisinde  uygulamalarina  dair
ornekler sunulacak ve gelecekteki roli

tartisilacaktir.

miRNA’larin Biyogenezi, Evrimi ve islevleri

miRNA genleri, genomun intergenik

bolgelerinde yer alirlar. Cogu miRNA, kendi
promotorundan RNA polimeraz 1l (Pol II)
yap! olarak

tarafindan tek zincirli 6ncul
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transkripsiyona ugrar ve 5’ 7-metilguanosin
sapka ve 3’ poliadenilat kuyruk takilarak
kararh hale getirilir. Bu primer miRNA (pri-
miRNA), stem-loop vyapisinda katlanir ve
yapl
endontkleazlar tarafindan kesilir (Rogers ve
Chen, 2013). Hayvanlarda bu islem, RNase |
tipi  bir
yapisinin

olusan  hairpin  benzeri ikincil

enzim olan Drosha ile hairpin

stem bolgesinden kesilmesiyle
gerceklesir. Olusan dncil (precursor) miRNA
(pre-miRNA)
Exportin 5 proteini tarafindan tasinir.
Bitkilerde ise, diger bir RNase Ill olan DICER-

like endoniikleaz, ¢ift zincirli hairpin RNA'yI

nikleustan sitoplazmaya

kademeli olarak keserek 6nce pre-miRNA ve
ardindan 5’ fosfat ve 3’ 2 nt asili kalacak
miRNA:miRNA*dupleksinin
olusumunu saglar. Bu dupleksin 3’ ucundaki

sekilde

nikleotidler HEN1 tarafindan metillenerek
HASTY proteini
tasinir. Burada dupleks agilarak olgun miRNA

yardimiyla sitoplazmaya
(ma-miRNA) RNA indiklenmis gen susturma
kompleksinin (RISC (RNA-induced silencing
complex)) katalitik alt Gnitesi olan AGO
(Argonaute) proteinine katilarak hedef geni
susturmak (izere hedef diziye yonlenmede
Oncl gorevi gorirken, miRNA* dizisinin hizh
bir sekilde degrade edildigi disliniilmektedir.
Diger taraftan, miRNA* dizisinin degrade
edilmeyerek miRNA dizisi ile ayni sekilde
fonksiyonel olarak aktif olduguna dair
kanitlar da bulunmaktadir (Yang ve ark.,
2011). Olgun miRNA’lar, hedef gene baz
mRNA

degradasyonu veya translasyon inhibisyonu

eslesmesiyle baglanarak

yoluyla transkripsiyon sonrasil gen
susturulmasinda (PTGS) rol oynayarak gen
ifadesini dizenlerler. Yapilan bazi
calismalarda, gen susturulmasinin yalnizca
PTGS vyoluyla degil ayni zamanda ilgili gen
DNA

gen

ile
da
(TGS) rol oynadiklari gosterilmistir (Rogers ve

bolgelerinde metilasyonu

transkripsiyonel susturulmasinda
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Chen, 2013). Genel olarak, c¢ift zincirli
RNA’larin (dsRNAs) 21-23 nukleotidlik klglk
RNA’lara ayrilmasi ve bu kiiglik RNA’larin
hedef mRNA’ya mMRNA
degredasyonuna yol actig bu yiksek yapili

baglanarak

organizmalarda bulunan dogal mekanizma

RNA interferans (RNAI) olarak adlandirilir.
Bitki miRNA’lari hayvanlarinkinin aksine,

hedefledikleri dizilerle neredeyse birebir baz

eslesmesi gosterir ve tamamen hedefe
Ozgundirler. Bu durum, bitki miRNA
hedeflerini biyoinformatiksel olarak

tanimlamaya olanak saglar (Jones-Rhoades,
2012). Bitkilerde bazi miRNA ailelerinin ve
hedef genlerinin tirler arasinda korunmus
oldugu deneysel ve hesaplamali yontemler
aciga
Montes ve ark., 2014). Bu baglamda yapilan
arastirmada, 34 farkh bitki tiriinde, miRNA
okuma sayisi sikligi (reads per million (RPM))

sonucunda ¢ikarilmistir ~ (Chavez

arasindaki korelasyonu incelemis ve RPM
degeri yiksek miRNA’larin tirlerin ¢ogunda
korundugunu, distk RPM degerine sahip
miRNA’larin ise tlre 6zgl ve birbirlerinin
substitlisyon varyantlari olduklarini
gozlenmistir. Fakat bircok miRNA yakin tiirler
arasinda korunmus veya tamamen tire
0zglidiir. Arabidopsis thaliana ve Arabidopsis

lyrata ile yapilan bir galisma sonucunda

birbirlerine yakin akraba tilrlerde bile
miRNA’larin, beklenenin aksine, yiksek
seviyede ortismedikleri gorilmuastir

2010).
genomda bircok miRNA lokuslarinin yakin

(Fahlgren ve ark., Bu nedenle,
donemde olustuklari ve bitki genomundaki
bu lokuslarin dinamik bir sekilde evrimlesiyor
olabilecegi gorisli ortaya atilmistir.

Yapilan galismalar, miRNA’larin yalnizca
mRNA'lar degil ayni zamanda endojen olan

uzun kodlamayan genler arasi RNA'lar1 (Long

intergenic noncoding RNAs (lincRNA) da
hedeflediklerini gdstermektedir (Jalali ve
ark., 2013). Uzun kodlamayan RNA'lar
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(IncRNA) yaklasik 200 nikleotid uzunlukta
kodlama dizisi (coding sequence (CDS)) ya da
actk okuma cercevesi (open reading frame
(ORF))
transkripsiyonel veya post-transkripsiyonel

icermeyen, gen ekspresyonlarini
olarak  dlzenleyen
LincRNA’larin,

mMRNA dizilerini icermeleri, lincRNA ve mRNA

transkriptlerdendir.
miRNA hedef genleri olan
arasinda bir rekabet olugturarak mRNA
bu
mekanizmanin miRNA’lar igin bir gesit tuzak

degradasyonunu engelledigi ve

olduklari hipotezini dogurmustur (Fan ve

ark., 2015).
Pek ¢ok biyolojik surecin
diizenlenmesinde anahtar rol oynamasi,

miRNA’larin sentezinin ve degradasyonunun,
yani homeostasisin siki bir sekilde kontrol
edildigi mekanizmalarin var olabilecegi fikrini
Bu
sayidaki

akla getirmistir. distinceye yonelik

yapilan calismalarda,

mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamis

az

olsa da birka¢ miRNA degrade edici 3’-5’ ve

5’-3’ ekzoribonikleazlar (miRNases)
tanimlanmis,  Arabidopsis  thaliana  ve
Chlamydomonas reinhardtii  gibi model

organizmalarda bazi Ornekleri gosterilmis,
ancak herhangi bir endoriboniikleaza heniz
rastlanilmamistir (Rogers ve Chen, 2013).

Bitkilerde miRNA Tabanli RNAi Uygulamalari
Bitki yapisinin degistirilmesi

Bitki boyu, govde uzamasi, yaprak ve
ciceklenme morfolojisi gibi bitkilerin yapisal
ozellikleri,  fizyolojik  ve  biyokimyasal
suregleri, cevresel streslere dayaniklilik ve

Urlin verimi gibi tarimsal 6zellikleri dogrudan

etkilediginden  ylzyillardir  ilgi odagi
olmustur. Son yillarda, bitki yapisinin
degistirilmesinde miRNA  tabanli  RNAi

mekanizmasindan yararlanilmaya
baslanmistir. Bu g¢alismalar sonucunda, bitki
yapisini diizenleyen pek c¢ok miRNA geni

karakterize edilmistir. Bu miRNA’larin, hiicre
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farklilasmasi, gelisimsel transisyon, hormon
sinyali, yaprak, goévde ve kok buylimesi,
organ polaritesi ve organlarin sinirlarinin
belirlenmesi gibi blyime ve gelismeyle
alakalh ¢ok cesitli streclerde rol oynadiklari
(Sun, 2012) ve gelisimde kilit rol oynayan
SsiRNA (tasi-RNA) ve

(phasi-RNA)’lerin

aldiklari

diger trans-acting
phased-siRNA
Uretilmelerinde de
gosterilmistir (Allen ve ark., 2005).
Bitki  yapisini
islevlerden biri de govdenin olgunlasarak
ilgili
Uretildigi reprodiiktif faza gecistir. Bu faz
miR156, miR157 ve

govde ve

gorev

etkileyen en Onemli

vejetatif fazdan cicekle yapilarin

degisimi sirasinda,
miR172
gelisiminden sorumlu Squamosa Promoter
(SBPs/SPLs)  adh
faktorlerinin ifadesini

genlerinin cicek

Binding  Protein-Like
transkripsiyon
diizenledigi ortaya konulmustur (Poethig,
2013). Yine, miR172’nin, misir (Zea mays L.)
bitkisinin geng
sUrdlrilmesini saglayan APETALA2 benzeri

yapraginda evrenin
gen glossyl5 (gl15)’i hedef alarak yetiskin
evreye gegcisi uyardigl saptanmistir (Lauter ve
ark., 2005). Piring (Oryza sativa) bitkisinde
ise, lJiao ve arkadaslar (2010), OsSPL14
getirilen bir nokta
OsmiR156- OsSPL14

reglilasyonunu sekteye ugratarak, bitkinin

geninde meydana

mutasyonu ile

kardes sayisinda azalis ve konaklama
direncinde artisla birlikte Griin miktarinda
artis saglamislardir.

Yaprak ve kok sisteminin blylkligu, isik
ve besin alimini sinirlayarak bitki yapisini
dogrudan etkiler. Son yillarda, miRNA’larin
yaprak ve kok gelisimi sirasinda da rol
aldiklar gésterilmeye baslanmistir. Ornegin,
miR390’In musir bitkisinde TAS3 ta-siRNA
biyogenezini

tetikleyerek yaprak

polaritesinde gorev aldigi gosterilmistir
(Nogueira ve ark., 2009). Yine ayni
calismada, TAS3 ta-siRNA’nin  yapragin
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adaksiyal belirteclerini kisitlayarak abaksiyal
bolgesinin sinirlarini  belirleyen miR166’y!
diizenleyici etkisi oldugu belirtilmistir. Diger
ile, erken ve gec¢ vyaprak
farkli ki

cesidinde karsilastirmali RNA dizileme analizi

bir calismada

senesens Ozelligi olan misir
sonucu 16 miRNA’nin ifadesinde farkhliklar
saptanmis ve degradom dizileme sonucunda
bu 16 miRNA'nin

diizenleyen

yaprak senesensini

transkripsiyon faktorlerini
hedefledikleri ortaya konulmustur (Wu ve
2016).
miR167'nin, Arabidopsis thaliana’da oksin
yanit faktorini (ARF) hedefleyerek bitkide
olagan disl

diizenledigi (Gutierrez ve ark., 2009) ve

ark., Kok gelisimi sirasinda ise,

bolgelerden kok olusumunu

miR164’Gn NAC1 transkripsiyon faktoriini
hedefleyerek yanal kék olusumunu inhibe
ettigi gosterilmistir (Guo ve ark., 2005).
Abiyotik  streslere  toleransli  bitkilerin
gelistirilmesi

Kuraklik, tuzluluk, sel, degisen sicakliklar
ve besin eksikligi gibi abiyotik stresler, bitki
blylmesini sinirlandirarak Grin verimini
olumsuz yonde etkiler. Yapilan c¢alismalar,
bitkilerin uygun olmayan cevresel kosullar

tolerans mekanizmasi
hayatta kalabildiklerini

gostermistir. Ancak, stres toleransi pek ¢ok

altinda stres

gelistirerek

genin istirakiyle saglandigindan gliniimtzde
abiyotik streslere dayanikli bitki gelistirme
calismalari yeterince basari saglayamamistir
(Shriram ve ark., 2016). Son yillarda, miRNA
genlerinin bitkinin stres toleransi gelistirme
mekanizmalari  sirasinda

ve adaptasyon

dizenleyici rol oynadiklarina dair deliller
hizla birikmeye baslamistir (Shriram ve ark.,
2016). Bu gelismeler, miRNA genlerinin pek
¢ok genin ifadesini dizenlemede rol alan
hedef
miRNA

tabanli RNAI teknolojisi ile abiyotik streslere

transkripsiyon faktorlerini

aldiklarindan, ilerleyen vyillarda



Aydinoglu ve Aktug/Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi (2017) 21(2): 227-238

dayanikli bitkilerin eldesi i¢in umut vaat
Bu miR169’un,
nuclear factor Y A5 (NFYA5) transkripsiyon

etmektedir. dogrultuda,

faktorinin ifadesini  dizenleyerek bitki
gelisiminde ve stres yanitinda 6nemli rol
oynadigi  saptanmistir.  Ornegin, misir
bitkisinde zma-miR169 ifadesinin, kuraklk
(ABA ve PEG uygulamasi ile) sirasinda azalan,
tuzluluk (NaCl uygulamasi) sirasinda once
artan sonra azalan bir profil sergiledigi
gbozlenmistir (Luan ve ark., 2015). Piring
bitkisinde ise, miR319’un,  TEOSINTE
BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF (TCP)
transkripsiyon faktoriini hedef alarak tslime
toleransinda rol oynadigi gosterilmistir (Yang
ve ark., 2013).

Kurakhgin aksine fazla sulama da toprak
bosluklarinin  suyla dolmasi  nedeniyle
koklerin oksijen alimini sinirlayarak bitkinin
bliyiimesini olumsuz etkiler. Bu konuda, Zhai
(2013) musir bitkisinde

yaptiklari arastirmada, miR167, miR393 ve

ve arkadaslarinin

miR172 genlerinin su stresi kosullarinda tac

koklerin  gelisimini  dizenledigi  ortaya
konulmustur.

Domates bitkisinde yapilan bir ¢alismada,
stres yanitini aktive eden bir sinyal molekdli
olan abisisik asit (ABA) muamelesi sonucu,
abiyotik stres adaptasyonu ve hastalik direnci
hedef alan miRNA’larin

ifadelerinin azaldig1 saptanmistir (Cheng ve

saglayan genleri

ark., 2016). Bu sonuglar, disaridan ABA
muamelesi ile  miRNA aracilikh  stres
cevabinin diizenlenebilecegini

gostermektedir.
bitki
blylime sinirlayicisidir. Makro besin elementi

Besin eksikligi bir diger o6nemli
olan fosfor, bitkilerde bliylime ve gelismede

rol alan biyokimyasal reaksiyonlar icin

elzemdir. Disuk fosfor konsantrasyonunda
kok
calismada,

filizlerinin
bir
derinleme dizileme teknigi kullanilarak 8’i

yetistirilen  musir ve

yapraklarinda  yapilan
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yaprak, 7’si koke 6zgi olmak lzere 28 miRNA
bu miRNA’larin  hedef
genlerin cogunlukla gelisiminde etkili olan

tanimlanmis  ve

transkripsyon faktorleri oldugu belirtilmistir
(Nie 2016).
miRNA’larin nitrat eksikligine bagl olarak

ve ark., Buna ilaveten,
ifade olduklari da gosterilmistir (Xu ve ark.,

2011).

Biyotik streslere direncli bitkiler gelistirilmesi

Bocekler, nematodlar, parazitik otlar,
bakteriyel, fungal ve viral hastaliklar gibi
biyotik etkenler bitkilerde strese yol agarak
Ozellikle
virtsler, en cok Urin kaybina sebep olan
hastalik

direnci bitkilere biyoteknolojik yontemlerle

Urin verimini etkilemektedirler.

biyotik etkenlerdir. Glnimdiizde,
basarili bir sekilde aktarilabilmistir. Ornegin,
RNAI kullanilarak  bitki
etkilesimine dahil olan virlitik yardimci
(HCpro)
antisense transkriptleri kullanilarak patetes Y

teknolojisi virls

bilesen proteinazin sense ve
virtstine karsi direngli bitkiler elde edilmistir
(Waterhouse ve ark., 1998). Yine, farkh bitki
bir
biyotik stres kosuluna yanit olarak ifade olan

tirlerinde vyapilan c¢alismalarda, her
farkli miRNA’lar kesfedilmeye baslanmistir.
Pirincte yapilan bir ¢alismada ise, RRSV (rice
ragged stunt virus) enfeksiyonu sirasinda
miR319’un biriktigi ve bu miRNA geninin
hedefi olan TCP (TEOSINTE
BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF) transkripsiyon
faktorliiniin baskilanmasi ile konak bitkinin
hastalik fenotipi sergiledigi go6zlenmistir.
Sonug olarak, miR319 birikiminin jasmonik
asit (JA) seviyesinde azalmaya sebep olarak
JA

engelledigi,

aracili savunma mekanizmasini

enfeksiyonu  kolaylastirdigi
saptanmistir (Zhang ve ark., 2016). Ornekte
goruldiga gibi, miR319 geninin RNAi ile
hastalik direncine

susturulmasiyla sahip

bitkiler elde etmek miimkin olabilir.



Aydinoglu ve Aktug/Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi (2017) 21(2): 227-238

Misir bitkisinde (riin kaybina yol agan
misir clcelik hastaligi (Maize rough dwarf
disease), RBSDV (Rice black-streaked dwarf
virus) virlsliniin sebep oldugu bir hastaliktir.
Bu virlse yanit olarak diizenlenen miRNA
yolaklarini agiga c¢ikarma amacl yapilan bir
17 miRNA 28
korunmus miRNA, 3 korunmamis ve 14 yeni

calismada, ailesine ait
miRNA’nin ifadelerinde virlise yanit olarak
degisimler saptanmistir ve hedef genleri
belirlenerek enfeksiyon cevabini olusturan
yolak aydinlatilmaya c¢alisiimistir (Zhou ve
ark., 2016). Sonug¢ olarak, miR169i-p5 ve
miR8155’in,

Rossmann-fold superfamily proteini negatif

nucleolini ve NAD(P)-binding

olarak diizenleyerek hastalik cevabinda rol
Misir bitkisinde
hasat kaybina neden olan bir baska hastalik

aldiklari tespit edilmigtir.

da Exserohilum turcicum (Pass.) mantarinin
sebep oldugu
hastaligidir.  E.
bitkilerde, bitki miRNA mikroarray teknigi ile,
miR811, miR829, miR845 ve miR408 olmak
Uzere dort miRNA’nin ifadesinde enfeksiyona

Kuzey Yaprak Yanikhg

turcicum ile asilanan

bagh farkliik saptanmistir (Wu ve ark.,.
2014). Bu
hedeflerinin ise metabolik, morfolojik ve

miRNA  genlerinin  tahmini

fizyolojik adaptasyonunu dizenledigi

belirtilmistir.

Bitkilerden alerjenlerin ¢ikartiimasi
Fistik,
tuketildiklerinde sahip olduklari alerjenler

elma gibi bazi  vyiyecekler

sebebiyle insanda alerjiye sebep olmaktadir.
Yiyecek alerjisi, normal sartlarda zararsiz olan
bilesenlere karsi immunoglobulin E (IgE)

mekanizmasi aracihg ile asiri  duyarhlik

tehlike
reaksiyonlarin

ile hayati
Alerjik
tamamen iyilestirilerek kisinin yiyecege karsi
kokten

tedavinin

gosterilmesi

yaratabilmektedir.
gosterdigi  duyarlihg ortadan
kaldiracak  bir
yiyeceklerden alerjenlerin RNAI teknolojisiyle

bulunmamasi,
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¢ikariimasi fikrini dogurmustur. Bu amacg igin,
miRNA'larin
yliksek miktarda ifade ettirilmesi ya da yapay
miRNA’larin  (amiRNA) bitkiye aktariimasi
sonucu RNAi mekanizmasi tetiklenerek genin
Bu
dogrultuda, domateste Lyc e 1.01 ve Lyc e

alerjeni Ureten gene 06zgl

susturulmasi hedeflenmektedir.
1.02 genlerinin Grind olan profilin (Le ve ark,
2006), soya fasilyesinde bulunan Gly m Bd
30 K (Herman ve ark., 2003) ve elmadaki Mal
d 1 (Gilissen ve ark., 2005) alerjenlerinin
RNAi teknigi ile blylk oranda gikartilmasi
mimkun olmustur.

Erkek-kisir bitkilerin gelistirilmesi
Anter sterilitesi veya sitoplazmik sterilite
Sitoplazmik erkek kisirligr (CMS), bitkilerin
canh polen (retememesi durumudur ve
maternal olarak kahtildigi distinilmektedir.
CMS, {run verimini olumsuz etkilemesine
ragmen, melezleme ve transgenik bitki
polenlerinin yabani bitkiler ile tozlasmasini
onleme gibi calismalarda faydali bir metod
olarak kullaniimaktadir. CMS mekanizmasinin
elde
ilgili
olarak, miRNA’larin polen ve anter gelisimini

aydinlatilmasi, yiksek UGrin verimi

edebilmek i¢in 6nemlidir. Bununla

de kapsayan bircok gelisimsel siireci
dizenledigi bilgisinden yola gikilarak yapilan
bir arastirmada sekiz miRNA ailesiyle

calisiimis ve CMS anterlerdeki miRNA’larin
ifadelerinde, verimli anterlere gore farklihk
saptanmistir. Bu miRNA'lara ait, hiicre yapisi,
stres yaniti, gen ifadesini dizenleyen
transkripsiyon faktorleri ve metabolik ve
sinyal vyolaklari ile alakali 18 geni hedef
aldiklari belirlenmis ve bu genlerin mikrospor
gelisiminde dnemli oldugu belirtilmistir (Shen
ve ark., 2011). Diger bir calismada ise, misir
plskilinde miRNA biyogenezi igin gerekli
olan enzimi kodlayan dicer-like 1 geni,
miRNA

miktarindaki azalmaya bagli olarak stamen

mutasyona ugratildiginda
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gelisiminde ve anterlerde nisasta birikiminde
bozukluklar ve erkek kisirhgr gozlenmistir
2016). (N.
tabacum cv. Samsun) bitkisinde de, yapilan

(Field ve Thompson, Tutln
bir calismada, mikrospor gelisimi esnasinda
ifade olan antere 6zgli TA29 geninin, RNAI
teknolojisi kullanilarak ifadesi azaltilmistir ve
erkek kisir hatlar elde edilmistir (Nawaz-ul-
Rehman ve ark., 2007).

Sekonder metabolit miihendisligi

Bitki
kokularin, renk verici maddelerin, yiyecek
katki
kaynaklaridir. Sekonder metabolit sentezi,

sekonder metabolitleri, ilaclarin,

maddelerinin ve pestisitlerin
cesitli ara bilesigin katildig1 bircok asamada
gerceklesir. Bu asamalarda gorevli genlerin
RNAi

miktarda metabolit elde edilebilmektedir. Bu

ile  kontrol edilmesi ile istenilen
amac¢ dogrultusunda, Papaver somniferum
bitkisinde, morfinin biyosentetik enzimi olan
(SalAT)

seviyesinin

salutaridinol  7-O-asetiltransferazi

kodlayan genin  transkript

azaltildiginda, transgenik bitkilerde ara

Urtnler olan salutaridin ve salutaridinol
biriktigi gdzlenmistir (Kempe ve ark., 2009).
bitkisinde

geninin

Yine, Panax ginseng

(DDS)
ifadesinin baskilanmasi sonucu, transgenik
bitkilerin
(%85.4)
biyosentezinde DDS’nin 6nemli rol oynadigi
belirtilmistir (Han ve ark., 2006). Diger bir

calismada ise, Artemisia annua’dan sitmaya

dammarenediol sentaz

koklerinde ginsenosit  birikimi

gbzlenmis ve ginsenosit

distik miktarlarda izole edilebilen
RNAI

miktarlarda elde edilmesi

karsi

artemisinin ilacinin, ile daha fazla

amaclanmistir.
Sonug¢ olarak, Agrobacterium tumefaciens
aracih  transformasyon ile elde edilen
transgenik bitkilerde artemisinin biyosentezi
ile yarismali yolak olan sterol yolaginin

onemli enzimi olan skualen sentazin (SQS)
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ifadesi baskilandiginda artemisin miktari
artirilabilmistir (Zhang ve ark., 2009).

Cicek rengi ve kokusunun modiilasyonu

Cicek
ekonomik ve estetik degerinden dolayi

rengi ve kokusu, cicekcilikte
olduk¢a 6nemli oOzelliklerdir ve geleneksel
Islah ve bitki biyoteknolojisinin yogun ilgi
alanidir. Cigek rengi, flavonoid pigmentleri ve
antosiyanin sentezi ile meydana gelir. Polen
tastyicilari gekmek igin Gretilen flavonoidler
ayni zamanda bitkiyi ve lireme organlarini
olasi UV zararlarindan, zararl boceklerden ve
patojenlerden korur (Gronquist ve ark.,
2001). Antosiyanin biyosentezinde rol alan
bazi yapisal genlerin RNAi ile baskilanarak
antosiyanin birikiminin engellenmesi sonucu
transgenik bitkilerde bitki renginin degistigi
hybrida

bitkisinde yapilan bir ¢alismada, antosiyanin

calismalar vyapilmistir.  Torenia
ve flavonoid biyosentezinde 6nemli bir enzim
olan kalkon sentaz (CHS), mRNA'sinin 3’"UTR
bolgesi RNAI
normal renginden daha agik renkte bitkiler
elde edilmistir (Fukusaki ve ark., 2004).
Tutlinde vyapilan bir diger ¢alismada,
flavonoid biyosentezine katilan kalkon

ile hedeflenip baskilanarak

izomeraz (CHI) enzimi RNAI ile baskilanarak
petalde flavonoid bileseninin degisimiyle
bitki pigmentasyonu azaltilmistir (Nishihara
ve ark., 2005).

Besin igeriginin degistirilmesi

Bitkiler ihtiya¢ duydugumuz besinlerin
¢ogunu karsilarlar. Fakat, temel gida UrUnleri,
¢ogu besin Ogesi yoninden fakir olmasi
nedeniyle beslenme bozukluklarina sebep
olabilmektedirler. Bu sebeple, yiyeceklerin
RNAI
teknolojisinden faydalaniimaktadir. Patateste
bir RNAI
kullanilarak

besin iceriginin artirilmasinda

yapilan ¢alismada, teknolojisi

B-karoteni zeaksantine

dontstiren B-karoten hidroksilaz (BCH) gen
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transkriptinin  susturulmasiyla  B-karoten
icerigi arttirlmistir (Van Eck ve ark., 2007).
Ayni sekilde, Brassica napus bitkisinin besin
degerini gelistirmek icin, ylksek miktarda
erukik asit (%40) ve disik miktarda oleik asit
(%20) kiltar bitkilerinde, RNAI

aracihgiyla, fatty acid elongasel (BnFAE1)

iceren

geninin ifadesi baskilandiginda, erukik asit
icerigi azalmis (%3) ve oleik asitin igerigi
artmistir (>%60). Transgenik ve transgenik
olmayan bitkilerin karsilikli ¢aprazlanmasiyla
elde edilen F; tohumlarinda da erurik asitte
azalma (<%4) ve oleik asitte artma (%52)
saptanmistir (Shi ve ark., 2015).

Meyvelerin raf 6mriiniin uzatiimasi
Meyveler, ek besin maddelerinin kaynagi
olmalari sebebiyle 6nemlidirler. Meyvenin,
besin degeri, tadi ve raf 6mri gibi 6zellikleri
kaliteyi belirleyici unsurlardir. Bu sebeple
meyve olgunlasmasindaki metabolik sirecin
aydinlatilmasi ile meyve raf Omrinin
artinlarak Grin kaybinin azaltilmasi, ticari

sebeplerden dolay oldukga ilgi gekmektedir.

Dinyada en c¢ok tiketilen meyvelerin
basinda gelen domateste, olgunlagsmayi
geciktirmek igin yapilan bir ¢alismada,

olgunlasmada role sahip bir bitki blylime
dizenleyicisi olan etilenin oksidasyonunu
katalizleyen 1-Aminosiklopropan-1-
carboksilat (ACC) oksidaz geni RNAI
baskilanmistir. Domates ACC oksidazin ¢ift
RNA’sinin  (dsRNA),
(CMmvV) 35S

kullanilarak A. tumefaciens araciligiyla Hezuo

ile
zincirli karnabahar
mozaik  virls promotoru
906 adli domates cesidine basarili bir sekilde
transforme edilmesi sonucu ¢ok az miktarda
etilen lreten, 120 ginden fazla raf dmriine

sahip transgenik domates elde edilmistir

(Xiong ve ark., 2005). Muzda (Musa
acuminata) ise, iki E sinifi (SEPALLATA3
[SEP3]) MADS box genleri olan ve
domatesteki RIN-MADS olgunlasma
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MaMADS1 ve
olarak

genlerine homolog olan
MaMADS2
karakterize edildigi bir calismada, bu iki genin

genlerinin  islevsel
RNAi ile susturuldugu transgenik muzlarda

olgunlasma geciktirilmistir ve muz
olgunlasma siirecinin, domatesin aksine, en
az iki SEPALLATA MADS box gen lyesine
gereksinim duydugu belirtilmistir (Elitzur ve

ark., 2016).

Toksik bilesiklerin uzaklastiriimasi

Bitkilerin ¢ok cesitli toksinleri g¢evreden
alarak biinyelerinde barindirabildikleri veya
ilgili
bilesenlere donustirerek fitoremediasyon

genlerin  katimiyla toksik olmayan

islemini  gerceklestirdikleri  bilinmektedir.
Toksinler, istenen (rinlerin saflastirilmasini
engellerler ve bu istenmeyen bilesenlerin
bitkiden uzaklastiriimasi olduk¢a pahaliya
mal olmaktadir. Bu sebeple RNAiI kullanilarak
toksinden arinmis transgenik bitki eldesi
olduk¢a avantajli olabilir. Bu dogrultuda,
bir bitkisi
tohumunda ve yaginda bulunan terpenoid

onemli endistri olan pamuk
gossipol toksini, RNAI ile gossipol biyosentez
yolagindaki kadinen sentaz geni, tohuma
0zgii promotor kullanilarak yalnizca tohumda
baskilanmis, boceklere karsi savunmayi
etkilememek igin yapraklar normal seviyede
terpenoid Uretmeye devam ettirilmistir
(Sunilkumar ve ark., 2006). Pirin¢ tohumunda
yapilan bir ¢alismada da, kadmiyum (Cd)
birikimini  azaltmak icin, agr metal
birikiminde ve direncinde énemli rolli olan
fitokelatin sentaz geni (OsPCS1), RNAi ile
PCS

pargasinin hairpin yapisi, misir tohumuna

baskilanmistir.  Bunun igin, gen
0zgli promotor olan ZMM1'in kontrollindeki
pRNAI-OsPCS1 icinde dizayn edilmis ve A.
tumefaciens araciligiyla pirince aktariimistir
(Li ve ark., 2007).

Bagirsaklardaki

villus yapilarin

bozulmasina neden olarak besinin emilimini
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engelleyen tedavisiz bir sindirim sistemi
hastaligi olan ¢blyak hastaligi, bugday, arpa,
yulaf ve cavdarda bulunan gluten proteinleri
tarafindan tetiklenmektedir. Bugday
hatlarinda yapilan bir ¢alismada, glutenin
bileseni olan gliadin proteinlerinin ifadesi
RNAi ile baskilanarak toksik olmayan tahil
elde edilmistir (Gil-Humanes ve ark., 2014).
Son yillarda yapilan ¢alismalar, bitkilerin
agir metal toleransinda miRNA genlerin
roliinii géstermistir. Ornegin, pirincte, Cd
stresine bagli olarak, miR390'nin ifadesinin
azaldig, hedef geni olan OsSRK geninin
ifadesinin ise arttig1 gozlenmistir (Ding ve
2016).
arttirildigr transgenik piringte ise aksi bir
OsSRK cd

toleransinin yabani tiire kiyasla azaldigi ve

ark., miR390'nin ekspresyonunun

sekilde ifadesinin  azaldigi,
Cd’nin bitkide yigiliminin arttig1 belirtilmistir.
Jung ve ark. (2015), Arabidopsis thaliana’da
yaptiklari bir arastirmada, aralarinda miR157,
miR160, miR165, miR168, miR171, miR319,
miR397 ve miR403 gibi

oldugu 18 miRNA'nin, sezyum (Cs) metal

miRNA ailelerin

toksinine yanit olarak ifadelerinin degistigi
gozlenmistir. Ayrica, Cs toksininin pri-miRNA
islenmesi ve AGO1 aracili gen susturulmasi
da
Medicago

mekanizmalarini tahrip ettigi

saptanmistir. truncatula’da
yapilan bir diger calismada ise yeni nesil
dizileme teknigi ile aluminyum (Al) stresine
miRNA

duyarli 321 bilinen ve 21 vyeni

tanimlanmistir (Chen ve ark., 2012).

Tohumsuz bitki lretimi

Tohum ve meyve gelisimi i¢sel sinyaller ve
cevresel etkenler ile kontrol edilir. Bozulmayi
hizlandirici maddelerin tohumdan Uretilmesi
sebebiyle meyvelerin tohumsuz olmasi,
meyve kalitesini ve raf omrini artirmasi
sebebiyle tercih edilmektedir (Pandolfini,
2009). Tohumsuz meyve Uretmek icin gerekli

yontemlerden biri tozlasma ve doéllenme
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olmaksizin  meyve gelisimidir. Meyve
olgunlasmasinin baslamasi fitohormonlarla
kontrol edilir ve dollenmeden bagimsiz
gerceklesebilir. Tozlasmadan oOnce cicekleri
oksin, giberellin ve sitokininlerle ya da bu
hormonlarin karisimi ile muamele etmenin
dollenme olmaksizin  meyve gelisimini
sagladigi, domates ve patlicanda yapilan
¢alismalarda gosterilmistir.

Domateste (Solanum lycopersicum), oksin
ve giberellin yanitlarini dizenleyici oldugu
SIARF7

Auxin Response Factor) transkript seviyesi

belirtilen (Solanum  lycopersicum
RNAi teknigi ile susturularak partenokarpik
meyve elde edilmistir (de Jong ve ark., 2009).
Misirda yapilan diger bir calismada ise,
miR159, miR164, miR166, miR171, miR390,
miR399, miR529

embriyogenezinde 6nemli islevleri oldugu

ve ailelerinin  tane
gosterilmistir (Li ve ark., 2016).

Sonug¢ olarak, her yil hizla artan dinya
nidfusunun ihtiyacini  karsilayabilmek igin,
yiyecek, yem ve endustri gibi pekcok alanda
faydalandigimiz bitkilerden en yiiksek oranda
verim elde edebilmek icin etkili yontemler
bu
derlemede sunulan 6rnekler dogrultusunda,
miRNA tabanli RNAI
biyoteknolojisinin amacladigi bir¢ok alanda
etkili  bir
gorilmektedir.

gelistirmek zorundayiz. Bu baglamda,

teknolojisinin  bitki

ara¢ oldugu ve olacag
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