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OZET

RNA interferans (RNAi) mekanizmasi, hicreye
giren cift zincirli RNA’nin (dsRNA) komplementeri
olan mRNA zincirinin degradasyonuna yol acmasi ile
sonuclanan transkripsiyon sonrasi gen susturma (post-
transcriptional gene silencing), ya da gen ifadesinin
diizenlenmesi olarak tanimlanir. RNAi mekanizmasi
sirasinda, hedef mRNA’ya komplementer dizi, 500
kDa agirliginda ve niikleaz aktiviteli bir RNA-multi
protein kompleksi olan RISC faktorii araciligr ile
mRNA’nin anlamli dizisine baglanir ve gen susturulma
mekanizmas1 bu RISC faktori araciligi ile kontrol
edilir. Gen susturulmast mRNA’nin RISC faktorinde
bulunan ‘Argounate’ proteinle etkilesime girmesi
ve ‘Dicer’ enzimi tarafindan taninip kesilmesi ile
gerceklesir. Bu mekanizma, genomun viriis kalitim
materyali ve transpozonlar gibi hareketli genetik
elementlerin istilasindan korunmasini saglamak
amaciyla gerceklesen dogal bir islemdir. RNAi
mekanizmasi, okaryot organizmalarda iki tir
molekiil tarafindan gerceklestirili. Bu molekiiller
22 niikleotid uzunlugunda miRNA (micro RNA) ve 21-
23 niikleotid uzunlugunda, cift zincirli siRNA (small
interfering RNA) molekulleridir. Son yillarda bilim
dinyasinin onde gelen konular arasinda yer alan
RNAi arastirmalan ile cesitli organizmalarda genlerin
islevlerini inceleme, islevlerini bilmedigimiz genlerin
fonksiyonlarini belirleme, konak patojen iliskisi,
ureme, programlanmis hiicre 6lumu, timor olusumu

ABSTRACT

RNA interference (RNAi) is defined as silencing
of gene after transcription (post-transcriptional
gene silencing), when double stranded RNA (dsRNA)
steps into the cell and cause degradation of
endogenic complementary mRNA, or regulation of
gene expression process. During RNA is mechanism,
complementary sequence of target mRNA connects
to sense strand of mRNA by factor of RISC. Gene
silencing mechanism is controlled by RISC factor
with a mass of 500 kDa which is RNA multi protein
complex with nuclease activity. Silencing is
occurred by cutting of mRNA, which is interacting
RISC factor, with

Dicer enzyme. This silencing mechanism is natural

with Argounate protein on

and takes a position in defending genome and
biological function of organisms from invasion of
movable genetic material such as viral hereditary
material and transposons. RNAi mechanism
realized with two kinds of molecules in eukaryotic
organisms. These are miRNA (microRNA) which is
22 bp and siRNA (small interfering RNA) which is
21-23 bp. In recent years RNAi has become
prominent research area in science world. Several
information were achieved with researches of
RNAi such as determining function of genes,
host-pathogen interaction, reproduction, apoptosis

(programmed cell death) and tumorgenesis etc.
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gibi bircok alanda bilgi sahibi olunmustur. Ayrica;
bitkilerde kodlanmayan RNA’larin doku farklilasmasi
ve gelisiminin kontrolu, sinyal iletimi, fitohormonlarla
etkilesim, abiyotik (kuraklik, tuzluluk vb.) ve biyotik
(patojenler vb.) stres gibi cevresel etmenlere verilen
cevaplarda rol oynadigi goriilmustiir. Bu derleme
calismasinda RNAi
bitkilerde RNAi kullanim1 aciklanmaya calisilacaktir.

mekanizmasinin temelleri ve

Anahtar Kelimeler: Bitki, RNAi, miRNA, siRNA

Also, determined with RNAi researchs

non-coding RNA plays

that;
role in controlling of
tissue development and differentiation,
with

responses of abiotic (drought, salinity etc.) or biotic

signal

transduction, interaction phytohormone,
(pathogens etc. ) stress. As a conclusion, this review
will try to explain base of RNAi mechanism and

usage in plants.

Key Words: Plant, RNAi, miRNA, siRNA

GIRIS
Cift zincirli RNA (czRNA; Double stranded RNA:
dsRNA) ile transkripsiyon sonrasi gen ifadesinin

diizenlenmesinde kullanilan mekanizmaya RNA
interferans (RNAi) denir. RNAi hiicreye giren
dsRNA'nin - homologu olan mRNA  zincirinin

degradasyonu araciligi ile transkripsiyon sonrasi gen
susturma mekanizmasi (post-transcriptional gene
silencing) olarak da tanimlanir.

RNA,
bitkisinde “chalcone synthase (CHS)” geninin over-
ekspresyonunu saglamaya calistiklar1 arastirmalarn
sirasinda

Napoli ve arkadaslarinin Petunya

ortaya onemli bir
daha
isterken
(1). Bunun
dsRNA  bolgesinin

ilgili oldugu ve bunun transkripsiyon sonrasi gen

cikan bulustur.

Arastincilar mor  renkli  petunyalar

elde etmek ebruli petunyalar

CHS
dejenerasyonu ile

elde etmislerdir. sebebinin

icindeki

susturma mekanizmasi olabilecegi rapor edilmistir
(2). Cift RNA’nin  gen ekpresyonunu
engelledigi, Fire ve Mello (1998)
Ceanorhabditis elegans ile yaptiklarn calisma ile

zincirli
tarafindan

gosterilmistir ve bu calismalan ile 2006 yilinda
Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel odilinin sahibi
olmuslardir (3). Bitun bu gelismeler sonrasinda
bilim diinyasinin ilgisi RNAi Uizerine yogunlasmis,
genlerin inceleme ve

islevlerini islevlerini
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bilmedigimiz genlerin fonksiyonlarin1 belirlemek

onem derleme calismasinda
RNAi bitkilerde gen

fonksiyon analizleri icin RNAi kullanimi aciklanmaya

kazanmistir.  Bu
mekanizmasinin temelleri,

calisilacaktir.

RNAi Mekanizmas1 ve Gorev Alan RNA
Tipleri
RNAi mekanizmasi sirasinda, hedef mRNA’ya

komplementer dizi RNA, niikleaz aktiviteli bir RNA-
multi protein kompleksi olan RISC faktor (Induced
Silencing Complex) Ustinde, mRNA’nin anlaml
dizisine baglanir. Gen susturulmasi bu RISC faktorii
araciligi ile kontrol edilir. RISC faktoriinde bulunan
‘Argounate’ isimli proteinle etkilesim icerisine
giren mRNA, RNaz Il ailesi icerisinde yer alan ve
bir ribonukleaz olan ‘Dicer’ enzimi tarafindan
taninip kesilir ve boylece susturma gerceklesir (4).
RNAi mekanizmasi, diger bir deyisle gen susturma
mekanizmas1 okaryot organizmalarda iki tur
molekil tarafindan gerceklestirilir. Bu molekiiller 22
niikleotid uzunlugunda miRNA (micro RNA) ve 21-23
niikleotid uzunlugunda olan cift zincirli siRNA (small

interfering RNA),’dir. (5-9).

miRNA ve siRNA’lar birbirlerine cok benzerler
ancak, aralarindaki farklar asagidaki gibidir:



e miRNA 1993 wyilinda, siRNA 1999 yilinda
kesfedilmistir.
« miRNA endojen genlerin diizenlenmesinden

siRNA  genom  biituinliigliniin
korunmasindan sorumludur.

sorumlu iken,
« miRNA onculu sa¢ tokas1 yapisinda tek zincirli
RNA (single strand: ssRNAs),
uzun dsRNAs’dir.
« miRNA mMRNA
baskilanmasindan sorumludur, siRNA ise

siRNA oncull ise

yikimi, translasyonun
DNA
metilasyonu, histonlarin modifikasyonu ve mRNA

yikimindan sorumludur.

« miRNA icin gerekli Argounate proteinler AGO1,
AGO10, siRNA icin gerekli Argounate proteinler
ise AGO1, AGO4, AGO6, AGO7’dir.

Bitkilerde miRNA hedef sekansa parsiyel ya da
tam komplementerlik saglarken, siRNA tam

komplementerlik saglar.

» miRNA hiicre gelisimi ve farklilasmasi, gelisim
surecleri, biyotik ve abiyotik streslere cevapta
gorev alirken, siRNA transpozonlara ve virislere
kars1 korumada ve stres adaptasyonunda gorev
alir (9-18).

miRNA
“Drosha enzimi” araciligr ile yaklasik 70 niikleotid

yolagi  niikleusta  pri-miRNA’larin,
uzunlugunda ve sa¢ tokasi yapisinda olan pre-

miRNA’lara donusumu ile baslar. pre-miRNA’lar
sitoplazmaya aktarilir ve diger bir RNase olan
Dicer araciigi ile miRNA dublekslerine cevrilir.
Dicer enziminin islev gormesinin ardindan kisa
dsRNA dublekslerin biri baz eslesmesi araciligi ile
hedef mRNA’ya baglanmak lizere RISC faktori ile
etkilesime girer. Olusan bu miRNA’lar translasyonun
mRNA’larin

aracilik etme kapasitelerine sahiptirler. Bu ozellikleri

baskilanmas1 veya degredasyonuna
ile de modern molekiler biyolojinin ilgi ceken
konular arasinda yerlerini almislardir (19, 20).
Bitkilerde translasyonun baskilanmasi veya direk
olarak mRNA’larin parcalanmasi kapasitelerinden

hangisinin gerceklesecegi miRNA’larin hedef mRNA

lizerinde baglandiklar
mRNA’n1n
bolgesine (untranslated region-UTR) baglanirsa eksik

bolgeye gore degisiklik
gosterir. translasyona  ugramayan
komplementerlik olur ve translasyon baskilanir.
Translasyona ugrayan (open reading frame-ORF)
bolgesine baglanmasi ise tam komplementerlik
gosterir ve Aragunate2 (AGO2) tarafindan mRNA’nin
(21-23).  siRNA’lar
dsRNA’lardir ve dsRNA’lar Dicer enzimi tarafindan
3’ ucunda cikint1 kalacak sekilde kesiler 20-25 b¢’lik
siRNA’lar1 meydana getirirler. Cift iplik yapisinda
olan siRNA’lar RISC faktorleri ile birleserek tek iplikli

yapiya donusurler ve mRNA degredasyonu ile gen

yikimi  gerceklesir onculu

susturma islevi gorurler (19, 20, 24).

RNA interferans Teknolojisinin Bitkilerde
Kullanimi
Bitkilerde RNA interferans calismalarinin

temelini; Napoli ve arkadaslarinin Petunya bitkisinde
Agrobacterium tumefaciens vektorii araciligi ile CHS
geninin over-ekspresyonunu saglanmaya calistiklari
arastirma olusturmustur. Arastirmada pigmentasyon
artinlip daha koyu renkli petunyalar elde edilmeye
calisiltmis ancak renksiz, acik renkli veya alacali
bitkiler elde edilmistir. Ayn ekibin ileri arastirmalan
ile pigment Uretiminden sorumlu gen ve homolog
genlerin ekpresyonlarinin virlisiin 35S promotoru
tarafindan baskilandig1 gosterilmistir. CHS icindeki
dsRNA bolgesinin dejenerasyonu ile gen susturmanin
gerceklestigi belirlenmistir (1, 25).

miRNAi ilk kez 2002 vyilinda
Park ve arkadaslarinin Arabidopsis’te yaptiklan

mekanizmasi

arastirma ile kesfedilmistir. Arastirmada benzer
gorevleri olan CAF (carpel factory) geni ve HN1
genlerinin  miRNA metabolizmalarinin da benzer
olacag dusiinilmistir. Bu genlerin fonksiyonlarini
HEN1-1 and CAF-1

mutant Arabidopsis bitkilerinden ve herhangi bir

belirleyebilmek amaciyla

mutasyon icermeyen Arabidopsis bitkisinden miRNA

izolasyonu yapilmistir. Ayrica potansiyel homolog
genleri tasidigr disiindlen titin, piring ve misir
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bitkilerinden de izolasyon yapilmistir. Arastirma
sonucunda miRNA olusumunun gelisim tarafindan
HEN1-1 and CAF-1 mutant

bitkilerde yogunlugunun azaldig1 belirlenmistir (26).

kontrol edildigi ve

miRNA’larin biyogenezine iliskin pek cok ayrinti yine
miRNA
glinimiize degin Arabidopsis, Oryza, Nicotiana, Z.

bu model bitki araciligi ile belirlenmistir.

mays, Sorghum, Populus, Gossypium, Brassica, Vitis,
Physcomitrella, Chrysanthemum gibi cok cesitli
bitkilerde belirlenmistir (27-39). Bitkiler yasamlan
surecinde biyotik faktorler; mikroorganizmalarin
(fungus, bakteri ve viriis) enfeksiyonu ve zararli
hayvanlarin saldirilar sonucu olusan stres faktorleri
sicaklik,

ve abiyotik faktorler (su, radyasyon,

kimyasallar, manyetik ve elektriksel alanlar) gibi
cok cesitli stres faktorleri ile karsilasabilirler (40,
41). Bitkiler stresle iliskili cok cesitli proteinler,
transkripsiyon faktorleri, metabolitler yolu ile
ya da epigenetik regulasyonlar yolu ile cevap
verebilirler.  Epigenetik degisiklikler; o6zellikle
bitki bir abiyotik strese maruz kaldiginda gen
ekspresyonu degisikliklerinde onemli rol oynayan
RNA tarafindan yonlendirilmis DNA metilasyonu,

histon ve ya DNA modifikasyonlarini kapsar (42-44).
Bitkilerde RNA’larin

kodlayanbirgeninduplikasyonunardindaninsersiyona
ugramasi ya da bitki genomunun %80’inden fazlasin

kodlanmayan protein

olusturan transpozonlardan koken alabilecegi gibi
farkli mekanizmalarla olusabilecegi
ancak bitkilerde biriken mutasyonlar nedeniyle

ongorulmus

kesin bir koken belirlemenin oldukca zor oldugu
(45-47).
bir kanitya varilamasa da bitkilerde RNAi genom
bilimi, doku
farklilasmasi ve gelisiminin kontrolu, sinyal iletimi,

belirtilmistir Kokeni konusunda kesin

genlerin fonksiyonlarin1 belirleme,

fitohormanlarla etkilesim, cevresel etmenlere
verilen cevabin belirlenebilmesi gibi pek cok
alanda kullanim potansiyeli olan bir teknolojidir.
RNA interferans teknolojisinin bitkilerde
uygulamasina yonelik cok cesitli ornekler vermek
mumkundur.
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Lindbo ve ark. 1993 yilinda gerceklestirdikleri
bitkilerini

virusii (TEV) kilif proteini (CP) geni ile manipule

arastirmada; tutin tutin  mozaik
etmislerdir. Baslangicta transforme olan bitkilerde
enfeksiyonun butiin ozellikleri gorilurken, ileriki
haftalarda bitkilerin

iyilesmis dokularda yapilan molekiiler analizler

iyilestigi  kaydedilmistir.
sonucunda TEV dizilerinin transkripsiyonun hala
devam ettigi ancak mRNA’larininislevlerinin olmadigi
anlasilmistir. Bu calismanin sonunda arastirmacilar,
gen susturulmasinin  ya da es-baskilamanin
sitoplazmada lokalize oldugu ve post-transkripsiyon

safhasinda gerceklestigi fikrine ulasmislardir (48).

Angell ve Baulcombe (1997) arastirmalarinda;
bitki genomuna aktarilan transgeni tasiyacak olan
vektorleri (PVX -Patato Virus X) viral replikasyon
esnasinda secilmis genin de ifade edilmesini saglamak
amaciyla cDNA (komplmenter DNA) icerecek sekilde
tasarlamislardir. Calisma sonucunda beklenilenin

tersine, aktarilan genin ifadesini gozlemlemek
yerine, vektor aracili transgen sisteminin, yiksek
seviyede post transkripsiyonel susturmayi indiikledigi

belirlenmistir (49).

Defang ve ark (2014) RNAi teknolojisinin misir
(Zea mays) bitkisinde seker kamis1 mozaik virisiine
(SCMV)
arastirmislardir.  Calisma sonucunda kilif protein

kars1 direnc olusturmada kullanimim
(cp) geninin transkripsiyonu ile olusan sac¢ tokasi
yapisindaki RNA’larin SCMV enfeksiyonunu engelledigi
gorulmus ve RNA interferans-post transkripsiyonel
bitkilerde

enfeksiyonlarinin kontrol edilmesinde onemli bir

gen susturma yaklasiminin virls
yaklasim olabilecegi belirtilmistir (50). Yapilan diger
calismalar ile de gen ekspresyonunun engellenmesi
ile virise dayanikli bitkilerin elde edilebilecegi

vurgulanmistir (51, 52).

Yarmolinsky ve ark. 2014 yilinda vyaptiklan
calismada; sulfat asimilasyonunun asil enzimi olan
siilfat rediiktaz (SiR) enziminin expresyonunun RNA
interferans ile engellenmesinin domates bitkisinde
yapraklardaerken

(Lycopersicum esculentum)



yaslanmaya sebep oldugunu

Calismada SIR Ri mutantlarda (yapraklarinda gorsel

belirlemislerdir.

klorofil degredasyonu olan) hidrojen peroksid ve
lipid peroksidasyonunun urunu olan malondialdehit
akiimiilasyonunun oldugu belirlenmistir. Calisma

sonucunda SIR enziminin biyosentetik roliiniin
yaninda erken yaslanmanin onlenmesinde gorev
aldig1 belirlenmistir (53).

Shweta ve Jawaid’in 2014 vyili yayininda;
pamukbitkisinde kivrik yaprak fenotipine neden olan
Allahabad virusi (CLCUAV) geninin transkriptleri
olan AC1 ve AC4 viral replikasyon ve gen susturma
etkili  oldugu
(54). Chunhua ve ark. 2014; arastirmasinda ise

MYB transkipsiyon faktorlerininin bitki

mekanizmasinda belirlenmistir
gelisimi,
metabolizmas1 ve stres cevaplarinda rol oynadigi
gosterilmistir. Calismada piring bitkisinde R2R3-
MYB transkripsiyon faktorinu kodlayan OsMYB103L
geninin fonksiyonu arastinlmistir. OsMYB103L
geni cekirdekte lokalize olur ve trans-aktivasyon
kapasitesine sahiptir. Calisma sonucunda bu genin
over-ekpresyonunun pirincte kivrik yaprak fenotipine
neden oldugu goriilmistiir. Calismanin devaminda
seliiloz sentez genlerinin de (CESAs) ekpresyonunun
arttig OsMYB103L geninin  RNAi
teknolojisi ile CESAs
ekpresyonunun azaldig, bitkide seliiloz iceriginin ve

belirlenmistir.
susturulmasi geninin

yapraktaki kivrilmanin azaldigi gorilmistiir (55).

Kiirika ve ark. 2014; Medicago truncatula
bitkisinde GTPase MtROP9 geninin susturulmasi ile
patojenik (Aphanomyces euteiches) ve simbiyotik
intraradices,

mikroorganizmalarla (Glomus

Sinorhizobium meliloti) enfekte olmus transgenik

koklerde (MtROP9i), ROS- iliskili enzimlerinin
baskilandig1 ve ROS iirlinlerinin azaldigr gorilmustiir.
Bu arastirmada aym kosullar altindaki bitkilerde
zamana bagh

proteom yamtlarn arastinlmistir.

Calisma  sonucunda indiklenen  proteinlerin
analizleri yapildiginda, ROS lretim ve temizleme
mekanizmasinin kokler tarafindan
edildigi MtROP9i

mekanizmalarinin oldugu belirlenmistir (56). Wan ve

kontrol
goruliirken, alternatif koruma
ark. 2011; kuraklik stresine dayanikli Physcomitrella
patensis Uzerinde yaptiklar arastirmada kuraklik
ile iliskili 16 miRNA (DsAmR) belirlemisler,
miR902a-5p ve miR414’nin kuraklik stresine karsi

stresi

diren¢ olusturma onemli oldugunu bildirmislerdir
(57).

SONUC

Sonuc¢ olarak; RNA interferans (RNAi), miRNA
ve siRNA’larin kesfi bilim diinyasin1 gen ifadesi,
RNA islevselligi
arastirmalara yoneltmistir. RNA interferans (RNAi)

duzenlenme ve alanlarinda
mekanizmasi sadece islevini bilmedigimiz genlerin

fonksiyonlarin1 6grenme konusunda degil, stres
faktorlerine kars1 dayanmkli transgenik bitki elde
edilmesinden, patojenlerinnedenoldugu hastaliklara
karsi mekanizmalarinin

savunma gelistirilmesi

vb. bircok alanda oOnemli katkilar saglamistir.
Gelecekte, teknolojik araclarin gelistirilmesiyle,
farkli  bitkilerde ve farkl altindaki

post-transkripsiyonel dizenleme mekanizmalarinin

kosullar

daha ayrnintii bir sekilde anlasilmasi mimkiin

olabilecektir.
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