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Ozet

Entansif olarak yapilan yetistiricilikte yiiksek verimli iiriin alabilmek igin hastalik ve zararlilar ile
miicadele son derece dnemlidir. Gliniimiizde hizli ve etkili ¢6ziim sagladig: igin en ¢ok tercih edilen miicadele
yontemi hala kimyasal miicadeledir. Ancak pestisitlerin bilingsiz kullanimi sonucu insandan g¢evreye kadar
birgok unsur olumsuz olarak etkilenebilmektedir. Pestisitlerin olumsuz etkilerini azaltmak, viriis ve viriis benzeri
hastalik etmenleri gibi kimyasal miicadelenin miimkiin olmadig1 ajanlarla miicadele etmek ve yayilimini
engellemek amaciyla; gen islevlerinin aragtirilmasi, bu islevlerin susturulmasi veya bastirilmast gibi yeni
yaklagimlar lizerine arastirmalar yapilmis ve RNA interferans (gen sessizlestirmesi, RNAi) ortaya ¢ikmustir.
RNAI, istenmeyen yabanci genlerin elemine edilmesi ve ayni zamanda gen ekspresyonunun transkripsiyonel
regiilasyonunda hiicrede kullanilan bir mekanizmadir. Gen sessizlestirmesi hiicreye disaridan gelen ve
istenmeyen yabanci genlerin yok edilmesi ve hiicredeki gen ifadesinin transkripsiyon sirasinda ve sonrasinda
diizenlenmesinde kullanilmaktadir. RNAI fitopatolojide hastaliklara dayanikli bitki gelistirmek amaciyla da
yaygin olarak kullanilmaktadir. Viriise dayali gen sessizlestirmesi (VIGS) ise, RNA aracili antiviral savunma
mekanizmasini kendi yararina kullanan bir teknolojidir. Hastalik etmenlerinde korunmus olarak bulunan genleri
hedef alan RNAi’larin tasarlanip sentezlenmesi, daha genis spektrumlu dayaniklhilik gelistirilmesine olanak
saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: RNAI, gen sessizlestirmesi, fitopatoloji, viriis
RNAi Technology and Use of Areas in Phytopathology

Abstract

Fighting against plant diseases and pests is crucial for getting high efficient products in cultivation.
Today, chemical pest control is still most preferable way in combating pests as it provides instant and effective
solution. However, a vast number of conditions, from human to environment, can be negetively effected due to
ignorant use of these pesticides. RNAI is a mechanism that is used in eliminating external genes and at the same
time transcriptional regulation of gene expression in cell. Gene silencing is used to eliminate the enternal and
undesired genes and to regulating gene expression during and after transcription. RNAi is generally used in
phytopathology for developing virus resistant plants. Virus-based gene interference (VIGS) is a technology that
uses RNA driven antivirus defence mechanism for its favor. Designing and synthesizing RNAis that are
targeting protected genes in disease etmenleri, will provide opportunity to develop broad-spectrum resistance.

Keywords: RNAI, gene silencing, phytopathology, virus

Giris Cesitli savag yontemleri bitki viris

Viriislerin dnemli hastalik etmeni ve diger hastaliklarinin ~ kontroliinde  kullanilmaktadir.
bitki hastalik etmenlerinden ayricalikli olmast Bunlardan  bazilart  gSyledir;  enfeksiyon
nedeniyle yapilan arastirmalar ve modern kaynaklarinin ortadan kaldirilmasi, vektorlerden
teknigin uygulamaya konulmasi sonucu, viriis kaginmak, dayanikli bitki yetistirilmesi, tiretim
hastaliklarmm  konukgusundaki etkinligi ve materyallerinden viriislerin arindirtlmasi, gapraz
zararmin diger bitki hastalik etmenlerinden daha koruma ve biyoteknolojik yontemler. Viriislere
fazla oldugu kanitlanmistir (Anonim, 2005). karst dogrudan etkin ve koruyucu kimyasal

yontemlerin uygulanamamasi, bu patojenlere
karst  bitkileri  korumada  biyoteknolojik
yontemler pratik ve uygulanabilir olanaklar
sunmaktadir. Biyoteknolojik yontemler kendi
icerisinde, doku  kiiltirleri ve  protein
mithendisligi olarak ikiye ayrilmaktadir.

Viriisler hakkinda yeterli bilgi edinmeden,
bitki, insan ve hayvanlarin viral hastaliklari ile
miicadele edilemeyecegi g0z ontinde
bulunduruldugunda, iilkemizde bu konudaki
egitimlerde belirli asamalar kaydedilmesine

ragmen heniiz istenilen seviyeye gelinememistir ] SRR -
(Anonim, 2005). Genetik miihendisligi ile bitkilere 1983

yilinda ilk gen transferinin gergeklestirilmesi ile
giiniimiizde transgenik bitkiler iretilerek de
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virtislere dayaniklilik saglanmaktadir.
Dayanikliligin mekanizmas: ‘¢apraz korunma’
olaymma dayanmakta, ancak bitkiye gen
aktarildigi i¢in bu gen yeni generasyonlara
gececeginden, karsiliklt  korunma olaymnda
oldugu gibi bitkinin her yeni generasyonunda
patojenin zayif ki ile enfekte edilmesi
gerekmemektedir. Viriislere dayanikli transgenik
bitkilerin  gelistirilmesinde  genellikle virus
genomuna ait antisens RNA, replikaz genleri,
ortii protein genleri, satellite RNA ve hasarli
genler, sicak sok genleri, tastyici protein genleri
ve susturulmus genler kullanilmaktadir.

Gen  islevlerinin  arastirllmasi,  bu

islevlerin  susturulmasit  veya  bastirilmasi
yontemleri  giiniimiizde molekiiler biyoloji
alaninda en ¢ok c¢alisilan konular olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu amagla islev
bloklayici  antikorlardan,  oligoniikleotidler,
dominant-negatif —mutasyonlar ve genlerin
etkisizlestirildigi “knock-out” proteini

hayvanlarin olusturulmasina kadar pek c¢ok
degisik teknik kullanilmaktadir. Bu tekniklerin
hepsi sahip olduklart avantaj ve dezavantajlar
sayesinde bu alanda bir¢ok ilerlemeye katkida
bulunmustur. Son yillarda bu tekniklere ek
olarak gen ifadesinin durdurulmasi amaciyla
kullanilan “RNA interferans” (RNAi) teknigi
one ¢ikmaya baglamustir.

RNA  sessizlestirmesi  ilk  olarak,
organizmalart RNA  viriislerinden koruma
mekanizmasi veya doniistiiriilebilir elementlerin
rastgele birlestirilmesini engelleyen mekanizma
olarak tanimlanmugtir.

RNA interferans (RNAi), bir ¢ok
Okaryotik organizmada gen ekspresyonunun
caligmasini ¢ift iplik¢ikgi RNA araciligr ile
engellenmesini  saglayan ~ korunmus  bir
mekanizmadir.  Yani; bir  hedef genin
transkriptinin, sekans spesifik (diziye 6zgii) bir
iligski temelinde, ¢ift zincirli RNA (dsRNA) ile
durdurulmasi olay1 olarak tanimlanir. Bagka bir
ifade ile; hiicre igerisinde meydana getirilen ya
da dogal olarak dretilen c¢ift zincirli RNA
molekiiliinin ~ (siRNA),  evrimsel  olarak
korunmus bir dizi ardisik molekiiler olay zinciri
ile komplementeri olan mRNA’ya baglanip
pargalanmasi sonucu gen anlatiminin
transkripsiyon sonrast susturulmasi islemidir
(Anandolakshmi ve ark., 1998).

Bu ¢alisma kapsaminda, RNAI
mekanizmasinin anlasilmasina yardimer olacak
teorik bilgiler ve son gelismeler ele alinarak,

bitki  wvirGsleri ile miicadelede = RNAi
kullaniminin ~ saglayacagi faydalar {izerinde
durulmaktadir.

Tarihce

RNAi’nin bulunusu bazi beklenmedik
deneme sonuglari ile olmustur. 1990 yilina,
yukart dogru regiile edici olarak aktivite
gosteren genler, petunyalarda bitki renklerini
degistirmede kullanilan bir ekzogen transgenler
olarak tanitilmistir. Bir genin digerine gore daha
¢ok ifade edilmesi sonucunda daha koyu renkli
cigekler beklenirken, bazi durumlarda ¢igeklerde
tamamen renk kaybi oldugu gozlendi. Botanikei
olan Napoli ve Stuitje gruplarinin petunya
bitkisinde yaptiklar1 rastlantisal bu gozlem,
arastirmacilart yeni bir antisens teknolojisine
yonlendirmistir. Napoli ve arkadaglar bitkilerde

‘Chalcone Synthase’ (chs) geninin yukari
ekspresyonu konusunda bir rapor
yaymlamislardir. Pigmentasyonu katalizleyen

enzimlerin etkilerini, gen (chs geni) ilave ederek
artirmak istemislerdir. Denemelerinde daha koyu
renkte petunya cicegi elde etmek isterken beyaz-
mor alacali ve beyaz renkte cigekler elde
etmislerdir. Burada pigment iireten gen, giiglii
bir promotorun kontrolii altindadir. Aslinda co-
supresyon olan fenomenin ilgili homolog geni
baskilanmistir.  Yani, transgenlerin genlerin
ifadesini etkilemesi ile chalcone sentezinin
aktivitesi azalir ve kismen beyaz renk elde edilir.
Beyaz c¢icek elde etme olayinda, endojen
genlerin ve transgenlerin her ikisi de asagi
regiile edilmislerdir. Bu olguya, ‘bir genin
digerine istiin gelmesi’ seklinde deginilmis ve
sonra Jogersen ve arkadaslart bunun sebebinin
chalcone syntase geni (chs) icindeki dsRNA
bolgesinin  dejenerasyonunun  bir  sonucu
oldugunu, bunun bir ‘Transkripsiyon Sonrasi
Gen  Sessizlestirilmesi” (PTGC) ile ilgili
olabilecegini rapor etmislerdir. Bitkilerdeki tim
bu baglangic gozlemlerinden sonra, diinyadaki

bircok laboratuvarda bu olgunun bagka
organizmalarda ~ meydana  gelis siklig
arastirilmistir (Anonim, 2006).

1992 yilinda, baskilama olarak

adlandirilan olgu Neurospora crassa fungusunda
gozlenmistir. Bunun {izerine, bitki virologlar
transgenler  tarafindan RNA  iretiminin
engellenmesi nedeniyle olusan viriis
hastaliklarna ~ karst  bitki  dayanikliligin
gelistirmek {izerine c¢alismislardir. Bu olgu
‘Virisle Uyarilmis Gen  Sessizlestirilmesi’
(VIGS) olarak tanimlanmustir.
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1998 yilinda, MIT’den Craig C. Mello ve
Washington Carnegie Enstitiisii’ nden Andrew
Fire, dsRNA’nin Caenorhabditis elegans’a
enjekte edilmesinden sonra, gen sessizlesmesi
etkisinin  oldugunu rapor etmislerdir. Bu
aragtiricilar, protein iretimine ne mRNA ne de
antisens RNA enjeksiyonunun etkisi oldugunu;
ama dsRNA’nin hedeflenen geni basarili bir
sekilde susturdugunu gozlemlemislerdir.
Calismanin sonucu olarak, yeni bir terim ismi
olan ‘RNAi’ verilmistir. RNAi mekanizmasi
Science dergisi tarafindan 2001°de yilin
molekiilii ve 2002’de son on yilin en dnemli
bilimsel hamlesi olarak segilmistir. Bu arastirma
daha  once  agiklanamayan  bir  ajanin
tanilanmasina olanak vermis ve bunun i¢in 2006
yilinda Fire ve Mello, Fizyoloji ve Tip Alaninda
Nobel Odiilii’ne layik goriilmiislerdir. Sonra bu
olgu yasst kurtlardan, tripanosomlara ve
sineklere ~ kadar  degisik = organizmalarda
calisilmistir. Son ¢aligmalar memelilerde de gen
susturulmasi olayinda RNAi’nin rol oynadigini
gostermektedir. Ancak bu mekanizma birtakim
sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Ozellikle
siRNA’larn hiicre i¢ine gonderilmesi efektif bir
big¢imde olamamaktadir. Memeliler iizerinde
yapilan ilk deneyler hayal kiriklig1 yaratmustir;
¢linkii dsSRNA’nin tantimu, hiicresel metabolizma
degisikligine oOnciilik eden dsRNA’nin tanimi
bagisik yanit1 harekete gecirmistir. Bu durumun
oniine gecmek igin, kiiciik RNAs’ler kimyasal
olarak sentezlenmis ve kullanilmistir. Bu sonug
arzu edilen gen-spesifik sessizlestirmeyi ve
RNAi’nin memeli hiicrelerinde de ¢alistigini
belirlemigtir. Akabinde, kiigiik RNASs’lerin
(siRNAs) RNAI siirecindeki RNA
ayristirmasinin  aracist  oldugu kaydedilmistir.
2003 yilinda, tedavi edici siRNAs’lar kobay
farelerde hepatite karsi kullanilmig ve bunu
takiben, memeli ve insan hiicrelerinde biiyiik
Olgekli taramalar yapilmistir. 2004 yilida FDA
(Food and Drug Adminitration), RNAi’yi ilk kez
onayli klinik deneyde kullanarak tasdik etmistir.
O tarihten beri ¢esitli model sistemlerde, RNAi’
nin tedavi edici amacini gelistirmek i¢in bir ¢ok
aragtirma yapilmistir. Tarih cetveli, doniim
noktast olaylarin  kesfi ve RNAiI’ nin
gelistirilmesi  i¢in Fig’de temsil edilmistir
(Anonim, 2006).

RNAi Mekanizmasi

Bitkiler, tek hicreliler, mantarlar ve
nematodlarda RNAI tek sarmalli RNA’dan ¢ift
sarmalli RNA uyaricilart olusturan bir RNA’ya

bagli RNA polimerazdan (cRdRP) olugmaktadir.
RNAI, kromatin baskilama yoluyla veya hedef
RNA’y1 pargalamak suretiyle transkripsiyon
sonrast gen susturma (PTGS) yoluyla
transkripsiyonel ~ gen  susturmayr  (TGS)
uyarabilir. RNA miidahale yollari, ¢ift sarmalli
(dsRNA) RNA uyaricilarini kullanarak bunlart
Dicer proteini ile parcalamak suretiyle 21-25
nukleotid uzunlugunda kisa susturucu RNA’lar
(siRNA) olustururlar (Waterhous ve ark., 2001).

RNA interferans, istenmeyen yabanci
genlerin  (cksternal RNA’lar, viral genler,
transpozonlar vb. gibi molekiiler parazitler)

elemine edilmesi ve aym1 zamanda gen
ekspresyonunun transkripsiyonel
regillasyonunda  hiicrede  kullanilan  bir

mekanizmadir ve oldukg¢a komplike bir biyolojik
regiilator olarak gorev yapmaktadir.

Meyve sineginde (Drosophila
melanogasger) yapilan caligmalar sonucunda,
RNAas III familyast enzimin (DICER) ve
niikleaz aktiviteli multiprotein kompleksinin
(RISC = RNA-Induced Silencing Complex) bu
islemde iki 6nemli oyuncu oldugu belirlenmistir
(Kusaba, 2004).

iki iplik¢ikli RNA, Dicer enzimine
baglanir. RNAi yol agmi kullanan tim
organizmalarin Dicer’a ihtiyacit vardir. Dicer,
dsRNA’y1 kiigiik interfere edici RNAi olarak
adlandirilan siRNA’lara parcalar. Daha sonra
siRNA’lar RNA ile uyarilan RISC kompleksine
baglanir. RISC kiigiik pargalara ayrilmis RNA
iplik ¢iftlerinden birini alir. iki iplikcikten birini
attiktan sonra Otekini lizerine baglar. RISC’e
bagl iplik pargast da bir sonda gibi kendi
sifresine uyan mRNA’lar arar. Uzerindeki baz
dizilimine uyan mRNA ipliini yakalayinca,
RISC bu mRNA’y1 paramparca eder. Boylece
mesaj yerine ulasamaz ve islevi o proteini
kodlamak olan gen susturulmus olur. Yani
protein sentezi transkripsiyon sonrasi diizenlenir.
Bu isleme ‘transkripsiyon sonrast  gen
susturulmasi (PTGS)’ adi verilir. (Savenkov ve
ark., 2002).

RNAi mekanizmasmin asamalart  su
sekildedir;
RNA’ya baglh RNA polimeraz

(RdRp=RNA dependent RNA polymerase)
enzimi yardimi ile tek sarmalli RNA’dan cift
sarmalli RNA’lar (dsRNA=double strand RNA)
olusur.
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A) RNAI islemini ¢ift sarmalli RNA’lar
baslatir.

B) Uzun dsRNA hiicreye girdiginde,
DICER isimli enzim tarafindan tanmir ve
boliiniir.

C) DICER’in bdlmiis oldugu 21-23
niikleotidlik kisa susturucu RNA’lara siRNA
denir.

D) siRNA, ana bileseni Argonaute (Ago)
proteini olan RISC ile birlesir. RISC, siRNA
sarmalint birbirinden ayirir.

E-F) siRNA’nin geriye kalan iplik¢igi
RISC onciiliigiinde hedef mRNA ile eslesir ve
bu RNA molekiiliinii igeriden keserek parcalar
(Sekil 1).

RNA interferansin mekanizmasi bes temel
islem halinde 6zetlenebilir;

1. dsRNA tanima ve tarama prosesi

2. dicer-RDE-1 (RNAi deficient-1) yani
bir Rnase III familyas: enzim esliginde gift
zincirli  dsRNA’nin taninmast ve kesilmesi

3. siRNAs diretimi: 21-23 nukleotid
uzunlugunda RNA larin olusmasi

4. siRNA-RISC kompleksi ikilisinin
spesifik komplementer mRNA bolgesi ile
bilesmesi

5. RISC i¢indeki  ekzoniikleazlar
tarafindan hedef mRNA’nin tahrip edilmesi ve
RISC kompleksinin yeni bir islem igin basa
donmesi (Kadotani ve ark., 2003) (Sekil 2)
RNAI Teknolojisinin Fitopatolojide
Kullanimi
Bitkilerde Viriis Aracihigl ile Gen
Sessizlestirmesi

Viroidler ile RNA Viriise dayali gen
sessizlestirmesi (VIGS), RNA aracili antiviral
savunma mekanizmasini kendi yararina kullanan
bir teknolojidir. Mekanizma, degistirilmemis
virtisler ile enfekteli bitkilerde belirli bir genoma
karst hedeflenmistir. Bununla birlikte, konuk¢u
geninden  tliremis  ekler tasiyan  viris
vektorleriyle olan siiregte ek olarak karsiligi olan
mRNA-‘lara karsi da hedeflenebilir. VIG, gen
fonksiyonu i¢in yapilan analizlerde ve yiiksek
verimli fonksiyonel genomik i¢in adapte edilmis
bitkilerde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Bu zamana kadar en ¢ok yapilan uygulamalar
Nicotiana benthamiana tizerinde olmustur; fakat
yeni  vektér  sistemleri ve  methodlar
Arabidopsis’i  de iceren baska bitkilerde

kullanilmak tizere gelistirilmistir (Zhang ve ark.,
2006).

Sessizlestirmesi

Viroidler dizilerinde kodlanmis protein
irlinii  igermemelerine  ragmen, bitkilerde
simptom olusturma yetenekleri uzun zaman
tartisma konusu olmustur. Simdi ise, RNA
sessizlestirmesinin bu siire¢ ile ilgili oldugu
kanitlanmustir. Birincisi, viroid genomunda olan
degisiklikler onun viriilensini ¢arpici bir sekilde
degistirebilir. Burada ifade edilen durum,
tiretilen herhangi bir siRNA’nin hedef mRNA
ile daha az birbirini tamamlayan ana ¢iftlesme
yapmasidir. Tkinci olarak, siRNA’lar enfekteli
bitkilerden izole edilen viroid genomlarindaki
dizilere karsilik gelmektedir. Yani viroidler ¢ift
sarmalli RNA yardimiyla replike edildiklerinde,
DICER enzimi tarafindan hedef aliirlar ve
RNA aracihigr ile sessizlestirilen kompleks
tizerine yiiklenen siRNA’lara boliiniirler. Bu
viroid siRNA’lar1, bitkinin kendi mRNA‘s1 ile
karsilikli gelebilecek ana dizileri icerebilir ve
klasik viroid simptomlarinin neden oldugu
translasyonun bozulmasini veya inhibasyonunu
baslatabilir (Lindbo ve ark., 2006).

Sonug¢ ve Oneriler

RNAi hiicreye digsaridan gelen ve
istenmeyen yabanci genlerin yok edilmesi ve
hiicredeki gen ifadesinin transkripsiyon sirasinda
ve sonrasinda diizenlenmesinde kullanilan
olduk¢a karmasik bir mekanizmadir. RNAI,
sitoplazmadaki hedef mRNA’nin sekans spesifik
par¢alanmasini  saglar.  Bitkilerdeki RNAi
sistemi, bircok RNAI tetikleyicisine farkli yollar
kullanarak cevap verir.

Bitki RNA susturma yollarinin
biyokimyasal mekanizmalarinin ortaya
¢ikarilmasi ile yogun calismalar yapilmasina ve
biiyiik bir asama kaydedilmesine ragmen heniiz
tam anlamiyla belirlenememistir. Dizi spesifik
bir mekanizma olmasi ve dar spektrumlu bir
dayaniklilik  saglamasindan dolay1, genetik
varyasyonlardan ¢abuk etkilenmektedir. Bu
teknolojinin on yil gibi kisa bir gee¢misi
olmasina ragmen, fitopatolojide hastaliklara
dayanikli bitki gelistirmek amaciyla yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Normal bitki dongiisiinii engellemeyen
veya en az diizeyde etkileyen doku veya organ
spesifik RNAi vektorlerinin  gelistirilmesi
gerekmektedir. miRNA gen yapilarinin ortaya
¢ikarilmasi,  doku  spesifik ~ RNAi’lerin

~ 572 ~



BAHCE Ozel Savi: VII. ULUSAL BAHCE BITKILERI KONGRESI BILDIiRILERI - Cilt I: Meyvecilik

gelistirilmesi  i¢gin  daha  fazla

saglayacaktir.

segenek

RNAI yolunu baskilayan ve transgenleri
yiksek diizeyde ifade eden vektorlerin
gelistirilmesi, bu alandaki ilerlemeyi de
beraberinde getirecektir.

Hastalik etmenlerinde korunmus olarak
bulunan genleri hedef alan RNAi’larin tasarlanip

sentezlenmesi,  daha  genis  spektrumlu
dayaniklilik gelistirilmesine olanak
saglayacaktir.
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