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OZET: Kiiltiir bitkilerinde kalite ve verim azalisina sebep olan viriis hastaliklar1 miicadele zorlugu agisindan ayri
bir 6nem tagimaktadir. Viriisten ari (virlissiiz) iiretim materyali kullanmak, viriise ve vektor organizmaya dayanik-
lilik 1slah1 ve vektor organizmalarla miicadele ederek hastaligin bulasmasini engellemek viral hastalik etmenleriy-
le miicadelede en etkili yontemlerdir. Uzerinde en fazla caligilan yontem viriislere karst dayanikli bitki genotiple-
rinin gelistirilmesidir. Viriislere dayanikli ¢esitler, hem dogal dayaniklilik genleri iceren hatlarla ekonomik degeri
olan ¢esitlerin tozlagtirtlmasi seklinde klasik 1slah metotlariyla hem de son yillarda, genetik miithendisligi yontem-
leri kullanilarak transgenik olarak elde edilebilmektedir. Bitkileri viriislere kars1 dayanikli hale getirmek i¢in {ig te-
mel transgen kaynagindan faydalanilmaktadir. Bunlar dogal dayaniklilik genleri, viral sekanslardan tiiretilen gen-
ler (Patojen kaynakli dayaniklilik) ve diger kaynaklardan elde edilen ve hedef viriisii engelleyici ¢esitli genlerdir.
Patojen kaynakli dayaniklilik (PDR) uygulamalarinin temeli, patojenezdeki molekiiler etkilesimlerin anlagilmasi
ve bunlarin patojen aleyhine bozulmasidir. Hedef viriisiin kilif proteini (CP) geninin aktarilmasi ve transkripsiyon
sonrasi gen susturulmasi (Post Transcriptional Gene Silencing) patojen kaynakli dayaniklilikta son yillarda en ¢ok
iizerinde durulan uygulamalardir. Bu derlemede bitki patojeni viriislerle miicadelede 6zellikle viriislere ve vektor-
lerine kars: kiiltiir bitkilerini dayanikli hale getirme yontemleri 6zetlenmektedir.
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New Strategies in Control of Plant Viruses: Resistance
Development to Virus Infections and Their Vectors

ABSTRACT: Virus diseases, which decrease quality and quantity of crop yield, have importance because of the
difficulties in control. The most efficient methods to control virus diseases are use of virus-free plant material,
breeding resistant varieties to viruses or vectors, controlling vector organisms to prevent the viral diseases. Re-
cently, development of resistant varieties became one of the prevalent methods. Besides the naturally resistant
varieties, it can be obtained by classically crossing of varieties containing natural resistance genes with commercial
varieties or by genetic engineering methods in two decades. There are three main trans-gene sources to obtain re-
sistant transgenic plants against virus infections. Naturally resistance genes, pathogen derived resistance genes and
various genes are obtained from the other sources. Pathogen derived resistance is commonly used comparing to the
others. These methods are based on understanding of molecular interactions in pathogenesis and interference of
these interactions against plant pathogens. The most commonly used methods are transfer coat protein (CP) gene
of target virus and gene silencing (Post Transcriptional Gene Silencing). In this review, the methods for making
resistant plants against viruses and vectors are summarized.
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GIRIS

Kiltiir bitkilerinde kalite ve verim kaybina sebep
olan ve diger zararlilarin aksine pestisitlerle kontrolii
miimkiin olmayan viriis hastaliklari ile giiniimiizde de-
gisik kiiltiirel 6nlemler kullanilarak miicadele yapil-
maktadir. Bunlari basinda; termoterapi ve doku kiil-
tiirii gibi yontemlerle elde edilmis viriislerden ari {ire-
tim materyali kullanilmasi, iiriin miinavebesi, ¢apraz
koruma, inokulum kaynagi olabilecek bulasik bitkile-
rin tarim alanlarindan uzaklastirilmasi, viriis vektorle-
ri (bocek, nematod, fungus vs.) ile miicadele edilmesi
ve viriislere dayanikli bitkilerin elde edilmesi (Klasik
1slah ve molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak) gel-
mektedir. Bununla birlikte, 6zellikle viriis vektorleriyle
kimyasal miicadelede kullanilan insektisitlerin ¢cevre ve
insan saglig1 lizerindeki olumsuz etkileri ve bu kimya-
sallara kars1 dayanikli vektor irklarinin ortaya ¢ikmasi,
viriislerden ari bitkilerin ise arazi kosullarinda meyda-
na gelen bir enfeksiyonlara karsi dayaniklilik gosterme-
mesi arastiricilari son yillarda molekiiler biyoloji taban-
11 tekniklerle viriislere ve vektorlere dayanikli bitkilerin
elde edilmesine yonlendirmistir (Ergiil ve ark., 2001;
Hull, 2002; Goldbach et al., 2003; Murphy, 2006).

Bu derlemede, bitkilerde viriislere ve viriis vektor-
lerine kars1 biyokimyasal ve yapisal dayaniklilik meka-
nizmalar kisaca agiklandiktan sonra genetik dayanik-
lilik mekanizmalari, bu mekanizmalarin bitkilerde do-
gal dayaniklilig1 nasil sagladig1 ve viriislere dayanik-
I1 transgenik bitki elde etme ¢alismalarinda kullanilan
kaynaklar irdelenmistir.

BIiTKIiLERDE VIRUSLERE KARSI
DAYANIKLILIK MEKANiZMALARI

Bitki Patojeni Viriislere Kars1 Dogal Dayanik-
hhik

Bitkilerde viriislere kars1 yapisal dayamklhihk:
Konukgu bitkilerde var olan anatomik ve morfolojik
yapisal degisiklikler, bitkiyi viriis enfeksiyonuna kar-
s1 dayanikli, tolerant veya bagisik kilabilmektedir. Ka-
lin bir kiitikiila tabakasi, tiiylii bir yaprak yiizeyi veya
kalin duvarli bir epidermis hiicresi ile bitki, iizerinde bir
vektoriin beslenmesine veya sokucu emici agiz tipin-
deki bir vektoriin styletini kullanmasina karsi koyabil-
mektedir. Olgun bitki dayaniklilig1 da yapisal dayanik-
lilik iginde anilmaktadir.
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Bitkilerde viriislere kars1 biyokimyasal daya-
niklilik: Bu tiirlii dayaniklilik sekli, bitkiler agisindan
iki farkli yonde olusmaktadir. Bunlardan ilki, bitkinin
enfeksiyondan once sahip oldugu ve sentezledigi bazi
biyokimyasal molekiillerle patojene karsi koymasidir.
Bu durum, viriis sentezini engelleyen bazi biyokimya-
sal maddelerin varligi ve viriis sentezi i¢in gerekli mo-
lekiillerin yetersiz olmas1 seklinde ortaya ¢ikmaktadir.
Digeri ise enfeksiyonun baglamasi ile birlikte, yine en-
feksiyonun tetikledigi bazi molekiillerin sentezi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar: fenolik bilesikler ve fitoa-
leksinler, polifenoloksidaz (PPO) ve peroksidaz (PO)
enzimleri ile toksik kinon bilesikleridir.

Bitkilerde viriislere kars1 kalitsal dayamklhhk:
Bitkilerde hastaliklara kars1 dayanikliligin kalitsal ola-
rak sonraki nesile aktarilmasinin esaslarinin anlasilma-
sindan sonra dayaniklilik igin bitki 1slah1 ¢aligmalar
bitki viriisleriyle miicadelede en etkili ve basit yakla-
simlardan birisi olmustur. Bitkiler sert hiicre duvar1 gibi
engellerin varlig1 ile ortaya ¢ikan pasif savunmanin ya-
ninda viriisler gibi patojenleri taniyarak aktif savunma
mekanizmalarini da ortaya koymaktadirlar. Bunlardan
en ¢ok goriileni asir1 duyarlilik reaksiyonlar (hyper-
sensitive response, HR)’dir. Bu reaksiyonda viriisiin ilk
enfeksiyon yaptig1 bolgenin etrafini saran hiicrelerde
programli bir hiicre 6liimii goriiliir ve viriis yayilama-
y1p, inaktif olur. Bitkide de lokal lezyonlar ortaya ¢ikar.
Bu HR cevabinin ortaya ¢ikmasindan dnce viriis ve bit-
ki arasinda spesifik bir tanima durumunun ortaya ¢ik-
mast gerekir. Bu da bitkideki dominant R (Resistance)
genlerinin triinleri ile virlisteki Avr (avirulence genes)
genlerinin iirlinleri arasinda bir uyusma/tanima (gene-
karsi-gen, gene-for-gene) ile gergeklesir (Goldbach et
al., 2003; Agrios, 2005). Her ne kadar tersi de goriilebi-
lirse de, patojende avirulentlik ve konuk¢uda da daya-
niklilik dominanttir. Genel olarak, patojenin Avr genin-
deki bir degismeyle (mutasyon gibi herhangi bir neden-
le) bitki, patojeni tanimamakta ve sonugta da dayanik-
liliktan ziyade normal hastalik seyri devam etmektedir.
Dolayisiyla, tanigmanin saglanabilmesi i¢in, bitkideki
R geninde de belirgin bir degisikligin yapilmas1 gerek-
mektedir. Yine buradan da anlasiliyor ki, dayaniklilik;
konukgu ve patojen arasindaki 6zel bir tanigma sonucu
ortaya ¢cikmaktadir (Agrios, 2005).

Dominant dayamkhhk genlerince dayamklil-
gin saglanmasi: Giintimiize kadar, farkl bitki patojen-
lerine kargi tamimlanan R dayaniklilik genlerinin ¢ok
biiyiik bir kismi1 monogenik dominant dayaniklilik or-
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Cizelge 1. Bilinen viriis dayaniklilik genlerinin 6zeti (Hull, 2002)

Dayamkhlik geni Monogenik Oligogenik veya poligenik
Dominant 81 10

Resesif 43 20
Tamamlanmamis dominant 15 6

Bilinmiyor -

Toplam 139 40

taya koymaktadirlar (Cizelge 1) (Maule et al., 2007).
Patojen dizininin genis olmasina ragmen (viriis, fun-
gus ve bakterilerden nematod ve boceklere kadar de-
gisen) farkli bitkilerden tanimlanan tim R genlerinin
kodladiklar1 proteinlerin 8 gruba ayrildigi saptanmigtir
(Ritzenthaler, 2005). Dikkat ¢ekecek derecede, viriisle-
re kars1 dayaniklilik saglayan tiim R genlerinin (RTM1
ve RTM?2 disinda) NBS-LRR (Nucleotide-binding site
plus leucine-rich repeat) siifina bagli oldugu saptan-
mistir. NBS-LRR viriis dayaniklilik genleri, cogunluk-
la komple (kalitatif) dayaniklilik ortaya koyarlar, fakat
bu her zaman hiicre 6liimii ve/veya doku nekrozu ile
birlikte olmaz. En iyi karakterize edilen 6rnegi PVX
(Patates X viriisii)’e karst Rx genidir. Bu, PVX’e kar-
st agirt dayaniklilik saglar ve asir1 duyarlilik hiicre 6lii-
mil olmadan viriis replikasyonunu engeller (Maule et
al., 2007). Bu tip dayanikliligin viriis mutasyonlarin-
ca kirilmasi1 daha kolay gerceklesebilmektedir (Lecoq
et al., 2004).

Resesif dayamkhihk genlerince dayamkhih-
gin saglanmasi: Resesif dayaniklilik mekanizmalari-
n1 agiklamak i¢in genel olarak kabul edilen iki hipotez
vardir. Bunlara gore: Dayaniklilik ya pasif mekanizma
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda dayaniklilik,
viriisiin yagam ¢emberini tamamlamak i¢in gerekli olan
konukgu faktdrlerinin eksikligi sonucu veya bu faktor-
lerin mutantlarinin varlig1 sonucunda ortaya ¢ikar veya
dayaniklilik aktif mekanizma sonucu ortaya ¢ikar. Bu-
rada dayanikl bitki, viriis yasam ¢emberinin bazi saf-
halarini bozucu bir inhibitor iiretir veya viriis tarafindan
kodlanan bazi molekiilleri taniyan bir faktorii tagimasi
sonucu ortaya ¢ikar. Bu tip dayanikliliklarin ¢ok biiyiik
bir kism1 potyviriis enfeksiyonlarina kars1 etkilidir, (Ci-
zelge 2) bununla birlikte son zamanlarda mutant e/F4E
geninin ayn1 zamanda BaYMV (Arpa sar1 mozayik vi-
risii), MNSV (Kavun nekrotik halkalileke viriisii) ve
CMYV (Hiyar mozayik viriisii)’ye kars1 resesif dayanik-
lilikta da etkili oldugu saptanmistir (Maule et al., 2007).

Cilt/ Volume: 2, Say1/ Issue: 4,2012

Bitki Patojeni Viriislere Karsi Transgenik Koruma

Giiniimiizde, genetik miihendisligi yontemleri kul-
lanilarak viriislere dayanikli bitkiler elde edilebilmek-
tedir. Bitkileri viriislere karsi dayanikli hale getirmek
icin yararlanilan temel olarak 3 transgen kaynagi bu-
lunmaktadir.

Dogal dayamiklhilik genleri: Bitki varyetelerin-
de dogal olarak var olan ve viriis hastaliklarma karst
dayaniklilik saglayan genlerdir. Bu sekilde bir gen ta-
nimlandiginda izole edilebilir ve bir baska bitki ¢esi-
dine aktarilabilir. Patates X viriisiine asir1 dayaniklilik
saglayan Rx/ geni, patatesten izole edilerek Nicotiana
benthamiana ve N. tabacum’ a aktarilmistir ve bu vi-
riise kars1 dayanikliligi saglamistir. Benzer olarak, N.
glutinosa’da dogal olarak var olan ve TMV (Tiitiin mo-
zayik viriisii) ye kars1 dayaniklilik saglayan N geni, do-
matese aktarilmistir (Hull, 2002).

Patojen kaynaklhh dayamkhhk (Pathogen-
Derived Resistance-PDR): Patojen kaynakli daya-
niklilik (PDR) uygulamalarinin temeli, patojenezdeki
molekiiler etkilesimlerin anlagilmasi ve bunlarin pato-
jen aleyhine bozulmasidir. Bu yaklasim tiim patojenler
ve omurgasiz zararlilara karsi uygulanabilmekle birlik-
te, 0zellikle viriislerin daha basit genoma sahip olma-
larindan dolay1 daha ¢ok viriislere kargi uygulanmak-
tadir. Bu yontem ilk kez Sanford ve Johnson (1985) ta-
rafindan spesifik konuk¢u dayanikliligini saglamak i¢in
patojen kaynakli genlerin kullanilmas: seklinde 6neril-
mistir. Burada, virlis genlerinin yanlis zaman ve mik-
tarlarda veya karsit fonksiyonel formlarda ifadeleri sag-
lanarak s6z konusu viriisiin bitki hiicresinde ¢ogalma-
s1 engellenmektedir. Bu durum ise viriisiin hayat don-
giisiindeki replikasyon, translasyon, protein kilifinin
uzaklastirilmasi ve hiicreden hiicreye gecisler gibi olay-
lara miidahale edilmesi seklinde gergeklesmektedir. Bu
yaklasimin ilk uygulanisi, Powell-Abel et al. (1986) ta-
rafindan tiitlin bitkisinde TMV kilif proteini, sekansla-
rinin aktarilmasi ve bitkinin bu viriise kars1 dayanikl
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Cizelge 2. Bitkilerde viriislere kars1 dayaniklilik saglayan genlere 6rnekler (Hull, 2002; Maule et al., 2007)

Gen Konuk¢u Viriis Kaynak

Dominant genler tarafindan kontrol edilenler

N Nicotiana glutinosa ™V Holmes, 1929.

N’ N. sylvestris ™V Melchers et al., 1966.

Zym* Cucurbita moschata ZYMV Paris et al., 1988

Tm-2 Lycopersicon esculentum ™V Pilowski et al., 1981.

Tm- 2? L. esculentum TMV Cirulli ve Alexander, 1969.

Nx, Nb Solanum tuberosum PVX Jones, 1982. . .

By, By-2 Phaseolus vulgaris BYMV ?ggrgoeder and Provvidenti,

Rsvv, Rsv2 Glycine max SbMV Buzzell and Tu, 1984.

Rx1, Rx2 Solanum tuberosum PVX Bendahmane et al., 1999; 2000.

Y-1 S. tuberosum PVY Vidal et al., 2002.

Sws L. esculentum TSWV Brommonschenkel et al., 2000.

Rsvi Glycine max SbMV Hayes et al., 2004.

RT4-4 P, vulgaris CMV Seo et al., 2006.

HRT Arabidopsis thaliana TCV Cooley et al., 2000.

RTM]I A. thaliana TEV Chisholm et al., 2000.

RTM?2 A. thaliana TEV Whitham et al., 2000.

RCYI A. thaliana CMV Takakashi et al., 2001.

Tamamlanmamis Dominant genler tarafindan kontrol edilenler

L' L L3 Capsicum spp. ™V Berzal-Herranz et al., 1995.

Tm-1 Lycopersicon esculentum ™V Fraser et al., 1980.

iki gen Hordeum vulgare BSMV Sisler and Timian, 1956.

Cok gen Vigna sinensis SCPMV Hobbs et al., 1987.

Resesif genler tarafindan kontrol edilenler

by-3 P vulgaris BYMV I;;(;\gwdentl and Schroeder,

sw2, sw3, sw4 L. esculentum TSWV Finlay, 1953.

pvrl, pvr2’, pvr2’+pvr6 Capsicum spp. PVY, TEV,PVMV izleefta?.l,-’;)(())%% 2006.

pot-1 L. esculentum PVY, TEV Ruffel et al., 2005.

sbml Pisum sativum PSBMV Gao et al., 2004.

mol' mol? Lactuca sativa LMV Nicaise et al., 2003.

rym/s Hordeum vulgare BaMMYV, BaYMV, Stein et al., 2005; Kanyuka et
BaYMV2 al., 2005.

rymvl Oryza sativa RYMV Albar et al., 2006.

nsv Cucumis melo MNSV Nieto et al., 2006.

Dogal gen

pvrl, pvr2t, pvr2’+pvr6

Capsicum spp.

PVY, TEV,PVMV

Ruffel et al., 2002; 2006.
Kang et al., 2005.

pot-1 L. esculentum PVY, TEV Ruffel et al., 2005.
sbml Pisum sativum PSBMV Gao et al., 2004.
mol' mol? Lactuca sativa LMV Nicaise et al., 2003.
45 Hord loar BaMMYV, BaYMV, Stein et al., 2005; Kanyuka et
rym oraeum vutgare BaYMV2 al., 2005.
rymvl Oryza sativa RYMV Albar et al., 2006.
nsv Cucumis melo MNSV Nieto et al., 2006.
Mutantlar
At-elF4E] A. thaliana ClYvv Sato et al., 2005.
Duprat et al., 2002;
At-elF(iso)4E A. thaliana TuMV, LMV,TEV
Lellis et al., 2002.
At-elF4E1 (cuml) A. thaliana CMV Yoshii et al., 2004.
At-elF4G (cum?2) A. thaliana CMV, TCV Yoshii et al., 2004.

*:Dayaniklihigin zym-1, zym-2 ve zym-3 genleri tarafindan saglandig1 ve bunlardan zym-1’in énemli oldugu bildirilmektedir.
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Cizelge 3. Virilis kilif protein genlerinin aktarilmasiyla virlislere kargi dayanikliligin saglandigi bazi viriisler (Reavy and Mayo,

1992°den degistirilerek)

Kilif Proteini D Khilik sas]

Kilif Proteini Geni kaynag Geninin aktarildig: ‘a?fam HhK sagianan Kaynaklar
oot e viriis

bitki
™V Tiittiin ™V Powell-Abell et al. 1986
TMV Tiitiin ToMV, TMGMV Stark et al. 1990
TMV Tiitiin CMV, AMYV, SHMV Anderson et al. 1989
™V Domates ™YV, ToMV Nelson et al. 1988
AMV Tiitlin AMV Van Dun et al. 1987
AMV Tiitiin PVX, CMV Anderson et al. 1989
AMV Domates AMV Tumer et al. 1987
TRV Tiitlin PEBV Van Dun and Bol, 1988
TSV Tiitlin TSV Van Dun et al. 1988
CMV Tiitiin CMV Cuozzo et al. 1988
PVX Tiitiin PVX Hemenway et al. 1988
PLRV Patates PLRV Kawchuk et al. 1990
CMV, WMV2, ZYMV Kabak CMV, WMV2, ZYMV Fuchs et al. 1998
CymMV-CS Orkide CymMV-CS Lin et al. 2005.

hale getirilmesi seklinde olmustur (Hull, 2002; Gold-
bach et al., 2003). Giiniimiizde patojen kaynakli daya-
niklilik (PDR) c¢alismalarinda tizerinde ¢alisilan iki te-
mel molekiiler mekanizma karsimiza ¢ikmaktadir.

Protein kaynakh koruma

a. Kilif proteinleri (Coat Protein-Mediated
Resistance-CP-MR): Bitkilerde dayanikliligi sagla-
mak i¢in en yaygin olarak viral kilif proteinlerini kod-
layan sekanslar kullanilmaktadir. 15 viral taksonomik
gruptaki, en az 35 viriisten ¢ok sayidaki farkli bitki tii-
riine kilif proteini geni aktarilmistir (Cizelge 3). Bitki-
lerde kilif proteinine bagh dayaniklilik saglamak ama-
ciyla, ilgili viriistin kilif protein genini igeren yapi, par-
tikiil bombardiman1 veya Agrobacterium tumefaciens
aracilig ile bitkilere aktarilmaktadir. Aktarilan bu gen-
lerin bir veya birden fazla kopyasinin bitkinin genomik
DNAs1yla rastgele biitiinlesmesi ve ifadesi sonucunda
tiretilen viriis kilif proteini, sonugta bitkileri viriise kar-
st dayanikli hale getirmektedir (Hull, 2002; Goldbach,
et al., 2003; Ritzenthaler, 2005). Bevan et al. (1985) ve
Beachy et al. (1986) cDNA’sinda TMV’nin kilif pro-
teini geni igeren tiitlin bitkilerinde TMV’nin kilif pro-
teininin ifade edildigini ilk kez bildirmislerdir. Bunu,
Yonca mozayik viriisii (AMV)’niin (Loesch-Fries et
al., 1987), Tiitiin rattle viriisii (TRV)’ niin (van Dun et
al., 1987) ve Patates X viriisii (PVX)’niin kilif proteini-
nin ifade edildigini gdsteren raporlar takip etmektedir.
Kilif proteini geninden yararlanilarak bitkilerde daya-
niklilik saglamak amaciyla yapilan ilk calisma Powell-

Cilt/ Volume: 2, Say1/ Issue: 4,2012

Abel et al. (1986) tarafindan gergeklestirilmistir. Aras-
tiricilar TMV kilif proteini ifade eden transgenik bit-
kilerde, inokulasyonu takiben enfeksiyon olugsmadigini
veya bu geni tasimayan bitkilere gore sistemik hastalik
belirtilerini ¢ok daha sonra olustugunu gostermislerdir.
Baska bir ¢alismada transgenik bitkiler, TMV nin lokal
lezyon olusturan bir straini ile inokulasyonundan son-
ra kontrol bitkilerine oranla % 10-20 daha az lokal lez-
yon olusturmuslardir (Nelson et al., 1987). Bazi aragtir-
ma sonuglarinda ise kilif protein geni aktarilmis trans-
genik bitkilerde dayanikliligin, kilif proteininden ba-
gimsiz olarak bu genin RNA’sma bagl oldugu bildiril-
mektedir. Domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV)’ne
karst dayanikli transgenik tiitiin bitkilerinde, dayanik-
liligin genin kilif proteininden kaynaklanmadigi, gen
transkriptlerine, yani RNA varligia bagh oldugu bildi-
rilmektedir (Ergiil ve ark., 2001). Bu yaklasimin uygu-
lanmasinda iki sorunla karsilagilmaktadir. Bunlar; viriis
inokulum miktarinin artmasiyla, dayanikliligin azalma-
st ve tam uzunluktaki kilif protein geninin bitkiye akta-
rilmastyla, transgenik bitkilerde kilif proteininin artma-
st sonucu dayanikliligin azalmasidir.

b.Viriisiin hareketinden sorumlu viral prote-
inler: Viriislere kars1 dayanikli bitkilerin elde edilme-
si amactyla lizerinde durulan diger bir yaklasim ise vi-
rilis tarafindan sentezlenen ve 6zellikle virlisiin hareke-
tinde fonksiyonu olan proteinlerin kullanilmasidir. Bit-
ki hiicrelerinde plazmodezmatanin gecirgenligini arti-
rarak viriislin sistemik hareketini, yani hiicreden hiic-
reye gecisini kolaylastiran bu proteinlere yonelik mu-
tant proteinler olusturularak viriisiin yayilimini nle-
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mek bu caligsmalarin esasini olusturmaktadir (Goldbach
et al., 2003; Hull, 2002). Yapilan ¢alismalarda, trans-
genik tiitiin bitkilerinde 3., 4. ve 5. amino asitleri ek-
sik olan mutant TMV hareket proteininin (MPA 3-5) vi-
ristlin sistemik belirti olusumunu geciktirdigi belirlen-
mistir. Bu calismalarda yapilan gozlemlerde, yalnizca
MPA 3-5 proteinini ifade eden transgenik bitkilerde be-
lirti olusumu durdurulmustur. Ayrica, bu mutant prote-
inin ayn1 cinse ait (7obamovirus) TGMV (Domates al-
tin mozayik viriisii) ve SHMV (Giineskeneviri moza-
yik viriisii) virlislerinin yayiliminda da azalmalara se-
bep oldugu belirlenmistir (Lapidot et al., 1993). Bu ¢a-
ligmalarin sonucunda; inaktif hareket proteininin tireti-
minin yapildig1 transgenik bitkilerde, viriis yayilimmin
azalmasi, hiicreden hiicreye viriis gegisinin inaktif ha-
reketli protein tarafindan engellenmesine baglanmakta-
dir (Horn et al., 1996)

c. Viral replikaz proteinleri: Replikaz dizilerinin
ifade ettigi proteinlerin AMYV, CMV ve TMV ye karsi
koruma sagladigi ortaya konmustur. Bu teknik ilk ola-
rak Goleombski et al. (1990) tarafindan TMV’ye kar-
s1 gelistirilmistir. Arastiricilar, TMV’de saptadiklar1 54
kDa’luk proteini ifade eden transgenik bitkiler kulla-
narak bu proteinin fonksiyonlarini aragtirmiglardir. 54
kDa’luk proteninin kaynagi olan TMV nin Ul ki ile
yaptiklar1 enfeksiyonlarda transgenik bitkilerin U1 1r-
kinin replikasyonuna tamamen dayanikli olduklari goz-
lenmistir (Ergiil ve ark., 2001). Burada kilif proteini ile
saglanan dayanikliligin tersine, artirilan inokulum kon-
santrasyonlarina karsin replikaz araciligryla TMV RNA
ve TMV virionlarina karsi da dayaniklilik saglanmis-
tir. {1k calismalar replikaza bagl dayanikliligt RNA’dan
cok replikaz proteinine baglarken, sonraki ¢aligmalar-
da dayaniklilikta proteinden daha ¢ok replikaz geninin
kullanildigr RNA dizilerinin etkili oldugu belirlenmis-
tir. TMV’den baska bu yontemle PVX, PVY (Patates
Y viriisii), AMV, CymRSV (Cymbidium halkali leke
viriisii), CMV, PEBV (Bezelye erken kahverengiles-
me viriisii), PLRV (Patates yaprak kivirciklig1 viriisii)
ve CPMV (Boriilce mozayik viriisii)’ye karst da daya-
niklilik saglandig bildirilmektedir (Fraser, 1998; Hull,
2002).

Niikleik asit kaynakh koruma: Kilif proteini
kaynakli dayaniklilik ¢alismalarinda beklenmeyen bazi
gbzlemler yapilmistir. Ornegin, patateste PLRV veya
PVY kilif proteinlerinin ifadesi ve bu viriislere daya-
niklilik arasinda bir iligki olmadigi saptanmigtir. Lind-
bo ve Dougherty (1992), TEV (Tiitlin etch viriisii) 'nin
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transle olmayan kilif proteini geninin, tam uzunluktaki
veya kesilmis transle olabilen yapilardan daha fazla da-
yaniklilik sagladigini saptamiglardir. Bu gozlemler, en
azindan bu 6rnek ¢aligmalarda ortaya konan dayanikli-
ligin proteinden daha ¢ok niikleik asit kaynakli oldugu-
nu ortaya koymaktadir (Hull, 2002).

a. RNA kaynakh koruma: Bir bitkiye aktarilan
yap1 sayet bir protein ortaya koymuyorsa ve dayanik-
lilik ortaya ¢ikiyorsa bunun sebebi RNA’dir. Bununla
birlikte, protein kodlamayan bir RNA tasiyan tiim bit-
ki hatlar1 da dayaniklilik ortaya koymazlar. Bir viral
proteini ifade etmek icin tasarlanan yapinin aktarildi-
&1 transgenik bitkide meydana gelen korumanin, pro-
teinin ifadesi sonucuyla m1 yoksa bu proteini kodla-
yan RNA sekansi sebebiyle mi ortaya ¢iktigim tespit
etmek oldukca giictiir. Ornegin CPMV hareket prote-
ini geni aktarilan boriilce bitkileri RNA kaynakli me-
kanizma sayesinde korunmuslardir. Yine bu yontemle
PVX, BMV (Brom mozayik viriisii), TVMV (Tiitiin da-
mar beneklilik viriisii) ve BYDV-PAV (Arpa sar1 ciice-
lik virtisti PAV alt grubu)’a kars1 koruma ortaya koyul-
mustur (Hull, 2002).

b. Antisens RNA’lar ifade eden transgenik bit-
kiler: Bu teknik basit olarak, bir mRNA’ya ait cDNA
kopyasinin tamamlayict mRNA dizisi olugturmak {ize-
re ilgili genoma aktarilmasidir. Tek sarmal antisens
RNA’larin tek sarmal viral RNA’lar ile dubleks olus-
turmasi sonucunda gen ifadesinin veya virlis replikas-
yonunun engellendigi diisiiniilmektedir (Ergiil ve ark.,
2001; Hull, 2002). Uygun antisens sekanslarinin bitki
genomuna aktarilmasiyla spesifik genlerin aktivitesinin
engellendigi gosterilmistir. Bu konuda yapilan ¢caligma-
larda viriis genlerine kars1 olusturulan antisens yapilari-
nin aktarildig: transgenik bitkilerde, dayaniklilik orani
genellikle diigiik bulunmustur (Cuozzo et al., 1988; Er-
giil ve ark., 2001). CMV, PVX ve TMV’ye kars1 bu tek-
nigin kullanildig bitkilerde, diisiik dereceli inokulas-
yonlarda belli oranlarda dayaniklilik saglanmistir. Bu-
nunla birlikte, zamanla belirti olusumunun arttig1 ve da-
yanikliligin azaldig1 goriilmiistiir (Ergiil ve ark., 2001).
Bu yontemle ayrica; PLRV, TGMV (Domates altin mo-
zayik viriisii), BCTV (Sekerpancar tepe kivircikligi vi-
risii) ve ACMV (Afrikan kassava mozayik viriisii)’ye
kars1 dayaniklilik saglanmistir (Hull, 2002).

c. Ribozimler: Ribozimler, enzimler gibi davra-
nan RNA molekiilleridir. Bunlar herhangi bir RNA’ya
kars1 hedeflenerek bu RNA iizerinde kesim yapabilir-
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ler (Timmerman, 1993). Ribozim hedef viral sekansa
tamamlayici oldugundan bir antisens RNA gibi diisii-
niilebilir (Hull, 2002). Transgenik bitkilerde ribozim-
lerin etkisi ile ilgili caligmalar kisitli olmasina ve yon-
temin gii¢liiklerine karsin, yontem viriislere dayanikli-
likta kullanilan mekanizmalara alternatif bir mekaniz-
ma olarak goriilmektedir (Buck, 1991; Ergiil ve ark.,
2001). TMV ve PPV (Erik beneklenme viriisii)’ye yo-
nelik ¢caligsmalar mevcuttur (Hull, 2002).

d. Uydu RNA (Satellite RNA) kaynakh koru-
ma: Baz viriis izolatlar1 genomik RNA’larina ilaveten
uydu (satellit) RNA denilen ekstra bir RNA tiiriinii de
bulundurmaktadirlar. Bunlar, replikasyonlar1 i¢in tama-
men yardimci viriise bagimhidirlar (Hull, 2002). Uydu
RNA’lar yardimci viriisiin bitkide olusturdugu belirti-
leri zayiflatirlar. Bunlar yardimer viriisiin replikasyonu
icin gerekli olmadiklar1 gibi bazi durumlarda yardimei
viriisiin replikasyonunu engelleyebilmektedirler. Yon-
tem ilk olarak TRSV (Tiitiin halkalileke viriisii)’nin
uydu RNA’smmin aktarildigi tiitiin bitkilerinde ortaya
konmustur (Gerlach et al., 1987). Bu ¢alismada trans-
genik tiitiin bitkileri, uydu bulundurmayan TRSV ile
enfekte edildiklerinde, aktarilan uydu dizilerinde yiik-
sek oranlarda artis saptanmistir. Bu bitkilerin yaprak-
larinda belirtilerin hafif veya hi¢ olmadigi, ayrica vi-
riis birikiminde azalmanin oldugu gozlenmistir. Bun-
dan baska CMV, GRV (Yerfistig1 rozet viriisii) ve TAV
(Domates aspermi virisii) ile ilgili ¢aligmalar kargimi-
za ¢ikmaktadir. (Hull, 2002).

e. Hasarh miidahaleci (Defective interfering)
niikleik asit kaynakhh koruma: Hasarli miidahaleci
(DI) niikleik asitler viral genomlarin mutantlaridirlar.
Bunlar kendi baglarina replike olamaz, fakat ebeveyn
yardimci virlisiin varliginda replike olmalarini saglayan
sekanslari tagirlar. Cogu durumda, bunlar ebeveyn virii-
slin zararina ¢ogalirlar ve hastali§a sebep olan viriisiin
belirtilerini azaltirlar. Boylesi niikleik asitler transgenik
olarak ifade edildiginde, ebeveyn viriisiin enfeksiyonu
ile harekete gegerler ve cogalirlar. DI-RNA’larin trans-
genik ifadeleri, Nicotiana benthamiana bitkilerinde
apikal nekroz ve oliime sebep olan CymRSV (Cymbi-
dium halkali leke viriisii)’ye kars1 korumaya sebep ol-
mast ile gosterilmistir (Hull, 2002).

f. Transkripsiyon sonrasi gen susturulmasi
(Post-Transcriptional Gene Silencing): Gen susturul-
masi, transkripsiyon sonrasi hedef RNA dizilerinin par-
calanmasi seklinde ifade edilmektedir (Goodwin et al.,
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1996). Bu yontemde, pozitif sens RNA’lar1 kodlayan,
ancak protein birikimine neden olmayan genler kulla-
nilmaktadir. Gen inaktivasyonu ile saglanan bu daya-
niklilik yénteminde, hiicreler anormal olarak yiiksek
orandaki RNA sekanslarini, anormal RNA yapilari-
n1 veya modifiye olmus niikleotidleri yakalayarak, gen
transkriptlerinin niikleaz par¢alanmasina neden olan bir
mekanizmay1 uyarirlar (Goodwin et al., 1996; Ritzent-
haler, 2005). Bugiine kadar, bitkilerde viriislere kar-
st dayaniklilik kazandirmak i¢in yapilan ¢aligmalarda,
oncelikle sitoplazmik siRNA (short interfering RNA)
susturma yonteminden yararlanilmistir (Ritzenthaler,
2005). PVX, PPV, PMMoV (Biber hafif beneklilik vi-
rlisit), MYMV (Mungfasulyesi sar1 mozayik viriisii) ve
PVY’ye kars1 yapilmis calismalar mevcuttur (Tenllado
et al., 2004; Ritzenthaler, 2005).

Diger Kaynaklardan Elde Edilen ve Hedef Vi-
riisii Engelleyici Cesitli Genler

a. PR (Patojen-iliskili) proteinleri ifade eden transge-
nik bitkiler,

b. PB-1,3-glucanase igin antisens,

c. Viriise 6zel antibadiler ifade eden transgenik bit-
kiler,

d. 2¢5°oligoadenylate synthetase ifade eden transge-
nik bitkiler,

e. Ribozomlar1 inaktive edici proteinler ifade eden
transgenik bitkiler,

f. Ribonukleaz geni pac-1 ifade eden transgenik bit-
kiler,

g. Insan sistatin C.

BIiTKIiLERDE VIiRUS VEKTORLERINE
KARSI DAYANIKLILIK

Kimyasal kullanimina bir alternatif olarak zarar-
11 boceklere kargt dayanikli bitki 1slah1 konusuna olan
ilgi giin gectikce artmaktadir. Boceklerde; insektisitlere
kars1 dayaniklilik gelisimi, bitkisel iiriinlerdeki kalin-
t1 sorunu, yeni pestisit gelistirme maliyetinin yiiksek-
ligi ve pestisitlerin dogaya ve hedef dis1 organizmala-
ra olan olumsuz etkileri de bu ¢alismalarin gerekliligi-
ni ortaya koymaktadir. Bu gelismeler ile birlikte, viriis
vektorleri omurgasizlara kargi dayaniklilik ¢aligmalari
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da artig gostermistir (Cizelge 4). Vektorlere kars1 da-
yanikliligin temelleri tam manasiyla anlagilmis degil-
dir, fakat baz1 faktorler tanimlanmistir. Genel anlamda
vektorlerin kontrolii ile ilgili olarak iki tip dayaniklilik-
tan soz edilebilir;

Tercih edilmeme (antixenosis): Bir bitkinin ¢esit-

li 6zellikleri bocek tarafindan tercih edilmez nitelikte-
dir. Yani bu bitki bocek i¢in iyi bir konukcu degildir. Ya
beslenemez, ya yumurta birakamaz veya iizerinde bari-
namaz. Bu nedenle bocek bu bitkiyi tercih etmez. Buna
etki eden faktorler daha ¢ok dissal faktorlerdir.

Antibiyosis: Bu durumda bitki, bécegin biyolojisi
icin uygun olmayan niteliklere sahiptir. Bocek bu bitki
lizerinde yasayamaz, gelisemez ya da cogalamaz. Buna
etki eden faktorler daha ¢ok igsel faktorlerdir.

Bunlarin disinda bitkilerde zararli boceklere kar-
s1 goriilen bir baska dayaniklilik mekanizmasi ise to-
leranstir. Zararlilara kars1 genel dayaniklilik diisiiniil-
diigiinde kullanilabilir olan bu mekanizma, viriis vek-
torlerine karsi ¢ok az etkili veya etkisizdir. Hatta bazi
durumlarda vektér miktarinin ve viriis enfeksiyonu-
nun artmasina sebep olabilmektedir (Hull, 2002; Jones,
1998). Bu iki dayaniklilik tipi her zaman birbirinden
kolaylikla ayirt edilememektedir. Vektor boceklere kar-
s1 dayanikliliktaki bazi 6zel mekanizmalar sunlardir;

-Glandular trikomlar (salg1 bezlerine sahip tiiyler)
tarafindan yapigkan maddelerin salgilanmasi (Lycoper-
sicon penellii bitkisindeki Bemisia tabaci dayaniklili-
g1),

-Yogun yaprak tiiyliiliigli (soya fasulyesinde yap-
rak tiyliligl arttikca Myzus persicae, Aphis citricola
ve Rhopalosiphum maidis gibi vektorlerin etkinlikleri-
nin azalmasi1 sebebiyle SMV: Soya fasulyesi mozayik
viriisii epidemilerinin gecikmesi),

-Solanum berthaultii *deki A tipi tiiyler kirildikla-
rinda igerikleri ile afitleri yakalar ve ayni1 konukc¢udaki

B tipi tityler afitlere dolasarak onlarin cabalamasina ve
bdylece daha ¢ok A tipi tityiin kirtlmasina sebep olurlar,

-Agropyron tiirlerinde vektdriin floemi bulamama-
s1, bununla birlikte bu etki arpada BYDV’nin afit vek-
torii i¢in gegerli degildir,

-Vektoriin konukgu bitkiye yerlesme yeteneginin
bozulmasi (vektor afitlerin yesil renkli yapraklara sahip
bitkilere kiyasla giimiisi renkli kabakgil bitkilerini daha
az ziyaret etmeleri sebebiyle CIYVV: Yonca san da-
marlilik virlisii ve CMV enfeksiyonunun daha ge¢ go-
rildiigii ve glimiisi yaprakli bitkilerin tamaminin hasta-
lanmasina karsin satilabilir iiriin alinabilmektedir).

Vektorlere dayanikli ¢esitlerin kullaniminda bazi
sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar; viriisiin birden faz-
la vektorle taginmasi, bazen dayanikliligin virlise karsi
koruma saglayamamasi (afide karsi dayanikli boriilce-
de CABMYV: Boriilce afit kaynakli mozayik viriisii’ne
kars1 bir koruma saglanamamis), konukgu bitkinin bir-
den fazla sayida viriisle bulagabilmesi ve belki de en
onemli sorun insektisitlerin kullaniminda oldugu gibi,
dayanikli gesitlerin genis alanlarda kullanimindan son-
ra yeni vektor biyotiplerinin ortaya ¢ikmasidir. Giiney-
dogu Asya’da, 1960 ve 70’lerde, yiiksek verimli geltik
cesitlerinin kullanimi ile geltikte kahverengi bitki piresi
(Nilaparvata lugens Stal., Hem.:Delphacidae) ve onun
tasidigt RGSV (Celtik ¢imensi ciicelik viriisii) ciddi bir
problem olusturmustur. Zararliya karsi dominant bir
dayaniklilik geni (bphl) tastyan gesitler 1974°te kul-
lanima sunulmus ve yaklasik 3 yil iginde zararlinin
dayaniklilik-kiric1 populasyonlari ortaya ¢ikmistir. Yeni
bir resesif dayaniklilik geni (bph2) tasiyan gesitler ise
1975-83 arasinda piyasaya siiriilmiis ve bunlar da an-
cak birkag y1l dayanikliliklarimi koruyabilmislerdir (Jo-
nes, 1998; Hull, 2002).

Viriis Vektorlerine Dayaniklhiik Saglayan Gen-
ler: Boceklere karsi dayaniklilik ¢aligmalarinin pek
¢ogu kimyasal miicadeleye yoneliktir, fakat birkagi

Cizelge 4. Viriis enfeksiyonlarinda azalmayi saglayan, bocek vektorlere dayanikli bitkilere 6rnekler (Hull, 2002)

Vektor Uriin Viriis Kaynak

Aphis gossypii Misk kavunu CMV Lecoq et al., 1981

Myzus persicae Patates PLRV Rizvi and Raman, 1983
Rhopalosiphon maidis Soya fasulyesi SMV Gunasinghe et al., 1988
Nephotettix virescens Celtik Celtik Tungro Viriisleri Hibino et al., 1987
Nilaparvata lugens Celtik RRSV Parejarlarn et al., 1984
Bemisia tabaci Domates TYLCV Berlinger and Dahan, 1987
Frankliniella schiltzei Yerfistigi TSWV Amin, 1985

Aceria tulipae Bugday WSMV Martin et al., 1984
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“gen i¢in gen” iliskilerini iceren spesifik savunma ce-
vaplaria yonlenmistir. Gliniimiize kadar, viriis vektor-
lerine kars1 dayaniklilik saglayan iki gen klonlanmistir.
Bunlar, bitki R genlerinin NBS-LRR grubundadirlar.

Domates Mi-1 geni: Patates afidine (Macrosip-
hum euphorbiae, beyazsinek (B. tabaci) ve kok ur ne-
matodlar1 (Meloidogyne spp.)’na kars1 dayaniklilik sag-
lamaktadir.

Kavun Vat geni: A. gossypii ve non-persistent vi-
rlislere kars1 dayanikliligi kontrol etmektedir.

Bununla birlikte, bir¢cok sokucu-emici ve 1sirici-
cigneyici boceklere kars1 benzer yapida tek dayaniklilik
genleri ile dayaniklilik saglanabilecegi konusunda ra-
porlar bulunmaktadir. Ornegin, fonksiyon olarak Mi-1
genine benzerlik gosteren Nr geni marulda Nasonovia
ribisnigri isimli afide kars1 dayaniklilik saglamaktadir
(Anonymous, 2012a; b).

SONUC

Bitki virlis ve vektorleriyle miicadelede en etkin
yontemlerin basinda dayanikli bitki kullanimi gelmek-
tedir. Kiiltiir bitkilerinde viriislere kars1 dayaniklilik;
dogal dayaniklilik genlerinin (dominant veya resesif)
klasik bitki 1slah1 yontemleriyle veya genetik miihen-
disligi teknikleriyle hassas gesitlere aktarilmasi veya
viriisiin konukg¢udaki yagam ¢emberini sekteye ugrata-
cak, yine virlis kaynakli genlerin bitkilere aktarilmasi
seklinde ifade edilen transgenik bitki dayaniklilig1 ol-
mak tizere temelde iki sekilde ortaya konmaktadir. Do-
gal dayaniklilik genlerinin sinirlt olmasi ve bunlara kar-
s1 dayaniklilik kirict viriis irklarinin ortaya ¢ikabilme-
si sebebiyle daha ¢ok viriis kaynakli (PDR) dayanikli-
lik genlerinin bitkilere aktarilmasi tizerinde durulmak-
tadir. Fakat 6zellikle bu yontemle elde edilen transge-
nik bitkilerin ileride ne olacagi konusundaki soru iga-
retleri bu caligmalarin pratige aktarilmasi konusunda-
ki tereddiitlerdir. Viriislere dayanikli transgenik bitki
elde etme yontemleri, kisa zamanda gerceklestirilme-
si, istem dis1 genlerin aktarilma riskinin bulunmamasi
ve farkl tiirlerden bitkilere gen aktarilmasi gibi fayda-
larin yani sira bir¢ok endise ve riski de beraberinde ge-
tirmektedir. Bu risklerin baginda genetik kirlilik, kanser
riski, potansiyel toksisite, diger bitkilere istem dig1 gen
aktarimi ve yeni virds rklarinin ve toksinlerin olusu-
mu riski gelmektedir. Ozet olarak transgenik bitkilerin
bazi avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Bununla birlikte,
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iilkemizde viriislere dayanikli bitki gelistirilmesi ko-
nusunda 6nemli eksiklikler bulunmaktadir. Asil sorun
transgen teknolojilerinin uygulanmasinda yasanmakta-
dir. Ozellikle molekiiler biyoloji alt yapisi, hem galigan
hem de laboratuar diizeyinde oldukga yetersizdir. Bu
konuda calisacak yeterli bilgi ve beceriye sahip aras-
tiric1 sayist yeterli degildir. Bunun yaninda molekiiler
biyoloji ¢aligsmalarina ayrilan biitgeler gercekei degil-
dir, ¢linkii bu ¢calismalar olduk¢a masrafli calismalardir.

Her ne kadar yukarida bu ¢aligsmalarda goriilen ek-
sikliklerden bahsedildiyse de viriis hastaliklariyla mii-
cadelede en etkili yontem dayanikli bitkilerin gelisti-
rilip, iiretimde kullanilmasidir. Zamanla bu konudaki
eksikliklerin giderilerek yapilan ¢aligmalardaki baga-
r1 oranlarinin artmasi konusunda iimitli olmak gerek-
mektedir.
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