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OZET

Mikro RNA’lar, gen anlatimini post-transkripsiyonel ya da post-translasyonel seviyelerde etkileyen
kisa kodlama yapmayan RNA dizileridir. Siis bitkileri, diinya bahgecilik endiistrisinde 6nemli bir
konuma sahiptir. Peyzaj mimarisindeki estetik degerlerinin yan1 sira tibbi ve ekonomik agidan da
onemli bitkilerdir. Bu tezin amaci; Petunia hybrida, Castanea sativa, Yucca filamentosa, Opuntia
streptacantha, Cichorium intybus, Cynara cardunculus, Asparagus officinalis ve Ginkgo biloba sus
bitkilerinde abiyotik ve biyotik stres ile iligkili yeni miRNA dizilerinin bilgisayar temelli
yaklagimlarla tanimlanmasidir. Bu bitkilerin EST veri tabanlarinda siki kriterler uygulanarak
yapilan BLAST aramalar1 sonucunda yeni miRNA’lar, in siliko olarak tanimlandi. Pre-miRNA
dizilerinin ikincil yapilari, RNAfold Web Server kullanilarak belirlendi. Yeni tanimlanan miRNA
dizileri ve referans miRNA dizileri arasindaki evrimsel iliski Clustal Omega ve MEGAX ile
arastirildi. Potansiyel hedef genlerin rollerinin belirlenmesi icin GO ve KEGG analizleri de
BLAST2GO programi kullanilarak gergeklestirildi. Petunia hybrida (phy-miR168 ve phy-
miR399), Castanea sativa (csa-miR169), Yucca filamentosa (yfi-miR169), Opuntia streptacantha
(0osa-miR169), Cichorium intybus (cin-miR169), Cynara cardunculus (cca-miR169), Asparagus
officinalis (aof-miR2930) ve Ginkgo biloba (ghi-miR10982) bitkilerinin bulundugu sekiz siis
bitkisinde, bes miRNA ailesine ait dokuz yeni miRNA dizisi ilk defa tamimlandi. Filogenetik
analizler, yeni tanimlanan miRNA’lar ile referans miRNA’lar arasinda oldukga fazla benzerlik
oldugunu gosterdi. GO’nun biyolojik siiregler, hiicresel bilesen ve molekiiler fonksiyonlarla
zenginlestirme analizlerinde potansiyel hedef genlerin; strese cevap, oksidasyon-rediiksiyon sireci,
hiicresel metabolik siire¢, protein baglanmast vb. gibi siireglerde rol oynadigi belirlendi. Ayrica
KEGG sonuglarinda da bu genlerin; steroid biyosentezi, piirin metabolizmasi, karotenoid
biyosentezi gibi yirmi alti farkli metabolik yolakda yer aldig1 belirlendi. Bu tez, siis bitkilerinin
genomlarinda, farkli miRNA ailelerinin ve onlarm hedeflerinin belirlendigi ilk detayli ¢alismadir.
Elde edilen sonuglarin farkli renk ve kokuda strese dayanikli siis bitkilerinin iiretimine katki
saglamasi beklenmektedir.
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ABSTRACT

Micro RNAs are small non-coding RNAs, regulating gene expression at post-transcriptional or
post-translational levels. Ornamental plants hold an important status within the horticultural
industry of the world. In addition to their aesthetic value in landscape architecture, they are also
medicinally and economically important plants. The aim of this thesis was computational
characterisation of abiotic and biotic stress-related novel miRNA sequences in ornamental plants
including Petunia hybrida, Castanea sativa, Yucca filamentosa, Opuntia streptacantha, Cichorium
intybus, Cynara cardunculus, Asparagus officinalis and Ginkgo biloba. In silico identification of
new miRNAs based on BLAST searches of the EST database of these plants was performed by
using stringent criteria. The secondary structures of pre-miRNAs were determined by using
RNAfold Web Server. Evolutionary relationships between novel miRNAs and reference miRNAs
were investigated via Clustal Omega and MEGAX. GO and KEGG analyses were also performed
to identify the roles of potential target genes by BLAST2GO. Nine novel miRNAs belonging to
five miRNA families in eight ornamental plants consisting of Petunia hybrida (phy-miR168 and
phy-miR399), Castanea sativa (csa-miR169), Yucca filamentosa (yfi-miR169), Opuntia
streptacantha (osa-miR169), Cichorium intybus (cin-miR169), Cynara cardunculus (cca-miR169),
Asparagus officinalis (aof-miR2930) and Ginkgo biloba (ghi-miR10982) were identified for the
first time. Phylogenetic analyses showed that there are very similar sequences between novel
miRNAs and reference miRNAs. Enrichment analysis of GO with biological processes, cellular
component and molecular functions revealed that potential target genes were involved in response
to stress, oxidation-reduction process, cellular metabolic process, protein binding, etc. Moreover,
KEGG results also indicated that these genes play important roles in twenty-six different metabolic
pathways such as steroid biosynthesis, purine metabolism, carotenoid biosynthesis, etc. This thesis
is the first detailed investigation about the determination of different miRNA families and their
targets in genomes of ornamental plants. Obtaining results are expected to contribute for production
of stress resistance ornamental plants with different colour and scent.
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1. GIRIS

Sus bitkileri; farkli metotlar kullanilarak estetik, islevsel ve ekonomik amaglarla tretilen,
cogaltilan ve biyiitillen bitkilerdir. Peyzaj mimarisi ve gorselligin yani sira insanlarin
dogay1 6zlemi ve giiniin stresinden arinma istegi gibi ihtiyaglarmi karsilama, sis bitkisi
uretimindeki en 6nemli faktorlerdir. Tarim bitkilerine benzemelerine karsin siis bitkilerinin
yetistirilmesi, bakimi1 ve kullanimi farkli olabilmektedir. Saksi gibi kiigiik alanlarda
yetistirilebilme olanaginin olmasi da bu bitkilerin tercih edilme sebeplerindendir. Bu
sayede siis bitkileri, kapsam ve iiretim acisindan olduk¢a genis yelpazesi olan bir
sektordir. Ozellikle artan kentlesme orami ile birlikte siis bitkileri sektdriinde de artis

goruilmektedir [1].

Siis bitkileri de diger tiim bitkiler gibi biiylime, gelisme ve ¢cogalma i¢in optimum sartlara
gereksinim duyarlar. Bununla birlikte zaman zaman normal olmayan kosullarda da
yasamlarin1 siirdiirmek zorunda kalabilirler. Bu normal olmayan kosullar, stres olarak
adlandirilir ve stres bitkinin morfolojik, fizyolojik ve molekiiler siireclerini olumsuz olarak

etkiler. Stres faktorleri de biyotik ve abiyotik stresler olarak ikiye ayrilabilir [2, 3].

Strese kars1 direngte rol oynayan molekiillerin analizi, siis bitkileri gibi bu streslere duyarl
bitkilerin diregli hale getirilmesinde biiyiik 6nem tasir. Gelisen NGS (Next Generation
Sequencing - Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri) sayesinde canlilarin genomlar1 kisa
stirede dizilenebilmekte ve kullanilan farkli biyoinformatik araglar ile elde edilen diziler
anlamlandiriimaktadir. Bu teknoloji, omik teknolojilerinin ¢agini baslatmis ve genomik,
transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi sistem biyolojisinin anlasilmasina katki
saglayacak farklt molekiilleri inceleyen bilim dallar1 olusmustur [4]. DNA dizisinde
herhangi bir farklilik olmadan meydana gelen kalitsal olabilen ya da kalitsal olmayan
degisikliklerin ad1 olarak tanimlanan Epigenetik ile ilgili arastirmalar da Epigenomik bilim
dali altinda ytiriitilmeye baslanmistir. Bu dal, diger omik teknolojilerinden farkli olarak
sadece tek bir molekiil ya da yapi iizerinde ¢alismaz. Yukarida birkag tanesi verilen omik
teknolojilerinin herbirinin de kendi i¢inde epigenomlar1 vardir yani epigenomik tum omik
teknolojilerini  kapsayan genis bir ¢alisma konusuna sahiptir [5]. Histon
asetilasyonu/deasetilasyonu, DNA  metillenmesi ve  transpozonlar, epigenetik

mekanizmalar i¢inde yaygin olarak c¢alisilan arastirma konularidir [6].
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Bu alanlara ek olarak 6zellikle son zamanlarda kodlama yapmayan RNA (Non-coding
RNA - ncRNA) dizilerinin de farkli canlilardaki etkileri yaygin olarak ¢aligilmaktadir [7].
Kodlama yapmayan RNA’lar (ncRNA’lar), herhangi bir protein kodlamamasina karsin
fonksiyonu olan dizilerdir. Bu diziler arasinda; siRNA (small interfering RNA - kicuk
interferans RNA), snoRNA (small nucleolar RNA - kicuk nikleolar RNA), fRNA
(functional RNA - fonksiyonel RNA) ve snmRNA (small non messenger RNA - kiglk
mesajc1 olmayan RNA) dizileri sayilabilir [8]. Bu farkli RNA ¢esitlerinin farkli yapisal

ozellikleri vardir ve genel olarak hepsi gen anlatiminin diizlenlenmesinde gorevlidir [9].

Gen anlatiminin post-transkripsiyonel ya da post-translasyonel asamalarinda gorev alan
yaklagik 22 nt uzunlugunda olan miRNA (micro RNA - mikro RNA) dizileri de son
yillarda farkli bitki ve hayvan tiirlerinde yaygin olarak c¢alisilan kisa ncRNA sinifinda olan
dizilerdir. Mesajc1t RNA (messenger RNA - mRNA) dizisine tamamlayici olarak baglanir,
mRNA dizinin yikilmasia ve/veya inhibisyonuna neden olarak anlatimi diizenler [10].
Bununla birlikte tam tersi olarak miRNA’larin genlerin promotor dizilerine baglanarak gen

anlatimini arttirdigi da bilinmektedir [11].

Bu tez ¢alismasimin amaci; in siliko yontemler kullanilarak Petunia hybrida, Castanea
sativa, Yucca filamentosa, Opuntia streptacantha, Cichorium intybus, Cynara
cardunculus, Asparagus officinalis ve Ginkgo biloba sis bitkilerinde abiyotik ve biyotik
stresler ile iliskili yeni miRNA dizilerinin belirlenmesidir. Bu amagla, miRBase veri
tabaninda bulunan farkli bitkilere ait referans miRNA dizileri elde edildi. Elde edilen
referans miRNA dizileri, NCBI (National Center for Biotechnology Information — Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) veri tabaninda bulunan BLASTN (Basic Local Alignment
Search Tool Nucleotide - Temel Lokal Hizalama Arama Nukleotit) programi kullanilarak
her bir sls bitkisine ait EST (Expressed Sequence Tag) veri tabaninda karsilastirildi.
Uygun olan pre-miRNA (precursor-miRNA - dnciil miRNA) dizilerinin ikincil yapilar
“RNAfold Web Server” programi kullanilarak belirlendi. Tanimlanan yeni miRNA dizileri
ile miRBase veri tabaninda yer alan ve daha 6nce farkl bitkilerde tanimlanmis olan diziler
arasindaki evrimsel iligki, hizalama (Clustal Omega) ve filogenetik aga¢ analizleri
(MEGAX) ile incelendi. Bu miRNA dizilerinin hedef genleri, “RNA Hybrid” programi ile
tanimlandi. Hedef genlerin rol oynadig: siirecler ve metabolik yolaklar, BLAST2GO ve
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - Kyoto Gen ve Genom

Ansiklopedisi) programlari ile analiz edildi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Sus Bitkileri

Sus bitkileri; renk, sekil, koku ve estetik gibi farkli 6zelliklere sahip olan otsu veya odunsu
bitkilerdir. Bu bitkiler, kullanim amaglarina gore kesme ¢igekler, dis mekan sus bitkileri, i¢
mekan (saksili) siis bitkileri ve dogal ¢igek soganlari olmak izere dort gruba ayrilabilir
[12]. Kesme cicekler; buket, sepet, ¢elenk yapiminda kullanilan bitkilerdir. Bitkinin cicek,
dal, gonca ve yapraklari taze veya kuru olarak kullanildigi bu bitkilere; karanfil, gerbera,
kesme gul ve kasimpati gibi uzun sapli ¢igekler 6rnek olarak verilebilir. Dis mekan siis
bitkileri de dis mekanda peyzaj uygulamalarinda kullanilan bitki tiirleridir [13]. Peyzaj
caligmalarinda kullanildiklar1 yere estetik bir goriiniim kazandiran bu bitkiler, siis agac ve
agacciklar (oya, erguvan, thlamur, manolya, sar1 salkim, leylak), mevsimlik tek ve ¢ok
yillik ¢igekler (buz ¢igegi, hercai menekse, mine, gazanya, cam giizeli, alyssum, kadife
cicegi) sarmasiklar, calilar, yer Ortiicii olarak kullanilan diger tiirler ve siis ¢imleri olarak
sayilabilir. Bir diger siis bitkisi sinifi olan i¢ mekan (saksili) siis bitkileri de saksi ve/veya
kaplarda biiyiitiilen bitki ¢esitleridir. Afrika meneksesi, begonya, orkide ve kauguk gibi
birgok bitki bu grupta yer alir. Thra¢ edilmek iizere toplanan ve bitki doku kiiltiirii
kosullarinda iiretimi yapilan dogal soganli, yumrulu ve rizomlu bitki tirleri (geofitler) ise
dogal ¢igek soganlari sinifinda yer alir. Bu bitkilere; lilyum, kardelen, safran, siklamen ve
g0l sogan1 ornek olarak verilebilir ve bu bitkiler ile ilgili yapilacak her tiirlii islem i¢in
kanuni izinlerin alinmas1 gerekmektedir [14, 15]. Ulkemiz ekonomisinde 6nemli bir yere
sahip olan siis bitkilerinin 2019 ve 2020 yillarna ait {iretim miktarlar1 Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, i¢ mekan ve dis mekan siis bitkileri siniflarinda yer alan P. hybrida,
C. sativa, Y. filamentosa, O. streptacantha, C. intybus, C. cardunculus, A. officinalis ve G.

biloba bitkileri incelendi.
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Cizelge 2.1. Tiirkiye’de sus bitkileri (adet) [16]

SUS BIiTKILERI 2019 2020 DEGISIM (%)

TOPLAM 1718098240 1658597260 -3,5

KESME CiCEKLER 1093333943 1009613092 -7,7
Karanfil 635 157 850 535 808 090 -15,6
Gerbera 134 481 050 119 438 308 -11,2
Gl (kesme) 98 130 020 93 274 056 -4,9
Kasimpati (krizantem) 47 677 050 75 547 860 58,5
Fresia 17 463 650 12 420 150 -28,9
Lale 40 290 500 40 690 500 1,0
Solidago (altinbasak) 17 386 400 24 645 720 41,8
Gypsophilla 18 105 690 19 346 070 6,9
Nergiz 14 832 000 14 134 000 -4,7
Glayél (gladiol) 6 709 900 3593 980 -46,4
Lisianthus 12 808 100 17 835 450 39,3
Lilyum (zambak) 9 282 685 6 837 425 -26,3
Stmbiil 1330 500 1 493 000 12,2
Sebboy 6 777 238 6 395 290 -5,6
Anemon (Manisa lalesi) 1188 000 1188 000 0,0
Iris 1200 000 240 000 -80,0
Orkide 1885 930 2 847579 51,0
Statice 133 000 209 350 57,4
DiIGER KESME CiCEKLER 28 494 380 33 668 264 18,2
DiIGER SUS BITKILERI 624 764 297 648 984 168 3,9
DIS MEKAN SUS BITKILERI 510 558 039 529 109 699 3,6
CiCEK SOGANLARI 62 537 229 71 415 654 14,2
iC MEKAN SUS BITKIiLERI 51 669 029 48 458 815 -6,2

2.2. Petunya (Petunia hybrida)

Petunya (P. hybrida), Solanaceae ailesinin bir Gyesidir. Domates, patates, tutlin, biber ve
patlican gibi bu ailenin diger liyelerinin kromozom sayist 12 olmasina karsin petunya
bitkisinin kromozom sayis1 7’dir [17]. Ticari P. hybrida bitkisi, P. axillaris ve P.
integrifolia bitkilerinin caprazlanmasi ile elde edilir [18, 19]. Petunya bitkisinde RNAI
(RNA interference - RNA interferans) mekanizmasinin tanimlanmasiyla birlikte bu bitki
yaygin olarak c¢alisilan bitkilerden biri haline gelmistir [20, 21, 22, 23]. Antosiyanin
biyosentezi sonucunda goriilen farkli ¢igek renkleri, gelisim, transpozon aktivitesi,
mikroorganizmalar ve diger canlilar ile iligkiler olmak tizere farkli ¢aligmalarda petunya

bitkisi, model organizma olarak incelenmektedir [22, 24, 25].
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2.3. Kestane (Castanea sativa)

Kestane (C. sativa); tek evcikli, 40 m uzunlugunda ve 150 cm ¢apinda yaprak doken bir
agactir [26]. Iri yapraklari, sar1 renkli gigekleriyle dikkat ceken, giizel goriiniislii bu agag
Castanea cinsindeki tim turler gibi 2n=24 kromozoma sahiptir [27, 28]. Cin, Kore,
Tirkiye, Glney Avrupa ve Kuzey Amerika ile birlikte Bolivya’da bulunan bu bitki
Ulkemizde Karadeniz, Marmara ve Ege bélgelerinde yetisen 6nemli agag tiirlerinden
biridir [29].

2.4. Avize Cicegi (Yucca filamentosa)

Asparagaceae ailesinin bir Uyesi olan avize ¢icegi (Y. filamentosa), tropikal ve yari
tropikal kuru iklimlerde yetisebilen bir bitkidir. Orta ve Kuzey Amerika ile Avrupa’da
kiiltiire alinan bir siis bitkisidir [30]. Bu bitki ile ilgili ¢alismalar incelendiginde bu bitkide
C3 bitkilerinin fotosentezi [31], antimikrobiyal aktivite [32] ve biyosensor [33] ile ilgili

calismalarin yapildigi gortlmektedir.

2.5. Opuntia streptacantha

Meksika endemigi olan O. streptacantha, Cactaceae ailesinin bir dyesidir. O.
streptacantha kromozom sayis1 2n =8x=88’dir [34]. CAM (Crassulacean Acid Metabolism
- Crassulaceae Asit Metabolizmasi) tip fotosentez yapabilir. Bu sayede Meksika’nin yani
sira bir¢ok iilkenin kurak ya da yar1 kurak bolgelerinde yetisebilir. Bu bitki; meyve suyu
iretiminde, dogal tatlandiricilarda, kozmetikte, kimya endiistrisinde ve tarimda yaygin

olarak kullanilmaktadir [35].

2.6. Yabani Hindiba (Cichorium intybus)

Asteraceae ailesininin bir tyesi olan yabani hindiba (C. intybus), 2n=2x=18 kromozoma
sahiptir [36]. Afrika, Avrupa, Avustralya, Kuzey ve Giiney Amerika olmak iizere diinyanin
farkli cografyalarinda yetisebilen bir bitkidir. Tibbi 6nemi olan siis bitkilerinden biri olan
bu bitki [37, 38], agir metal kirliliginde de biyomonitor araci olarak kullanilmaktadir [39,
40].
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2.7. Yabani Enginar (Cynara cardunculus)

Yabani enginar (C. cardunculus), Asteraceae ailesininin bir Gyesidir ve 2n=2x=34
kromozoma sahiptir [41]. Bu bitki, Akdeniz havzasinda yer alan iklim kosullarina
tamamen adapte olmustur. Bu iklim kosullar1; disiik yagis ile beraber kuru ve sicak yaz
mevsimidir. Kurakliktan kagis stratejisi bu kosullarda kolaylikla biiyliyebilmektedir. Olgun
bir bitki yaklasik 3 m uzunluga ve 1.5 m gapa ulasabilir [42]. Bu bitkinin alternatif bir
enerji kaynagi olarak kullanilabilecegi [43], biyoremediasyondaki rolii [44] ve antioksidan

aktivitesi [45] gibi farkli 6zellikleri de yaygin olarak ¢alisilmaktadir.

2.8. Kuskonmaz (Asparagus officinalis)

Kuskonmaz (A. officinalis, 2n=2x=20), Asparagaceae ailesinde yer alan bir bitkidir.
Bir¢cok farkli iilkede yetistirilmesine karsin Peru, kuskonmaz ihracatinda lider
konumundadir. Besin degerinin yaninda igerdigi flavonoidler, saponinler ve birgok vitamin
bakimindan da tibbi 6nemi olan bir bitkidir [46, 47]. Ayrica, XX/XY cinsiyet sistemine
sahip dioik (iki evcikli) bir tiir oldugu i¢in cinsiyeti belirleyen kromozomlarla ile ilgili

yapilan ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan bir sistemdir [48].

2.9. Mabet Agaci (Ginkgo biloba)

Sonbaharda altin rengindeki yapraklari ile taninan mabet agaci (G. biloba), uzun bir yasam
stiresine sahip oldugu i¢in yasayan fosil olarak adlandirilir [49]. Yapraklarinda belirlenen
sar1 renk mutanti ile sadece siis bitkisi olarak farkli bolgelerin peyzajinda degil ayni
zamanda yaprak pigment sentezinin genetik kontrolii ile ilgili yapilan ¢aligmalarda da
yaygin olarak kullanilir [50]. Modern farmokolojik ¢alismalar G. biloba bitkisinin; anti-
timor, anti-oksidan, anti-bakteriyel, anti-depresan oOzellikleri ile birlikte nérodejeneratif

hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegini gostermektedir [51].
2.10. Kodlama Yapmayan RNA (Non-coding RNA - ncRNA)
Genetik bilginin depolanmasindan ve gelecek nesillere aktarilmasindan sorumlu olan DNA

molekiilli, bu bilginin transkripsiyon ve translasyon ile anlam kazanmasinda rol oynayan

ise RNA molekaludir [52].
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Gen anlatimi ve gen anlatiminin diizenlenmesinde kilit noktada 6énemli rolleri olan RNA
molekiilleri iki gruba ayrilabilir. Ilk grupta, protein kodlayan genler tarafindan kodlanan ve
ve genomda %2’den daha az bulunan RNA molekiilleri yer alir. ikinci grupta ise kodlama
yapamayan RNA’lar bulunur. Bu molekiiller de genomun neredeyse tamamini (%98)

olustururlar [53].

Cok hiicreli 6karyot genomlarin biiyiik bir kismi protein kodlamayan DNA dizilerinden
olusmaktadir. Uzun bir siire boyunca, bu kodlama yapmayan bdlgeler, ¢6p ‘junk” DNA
olarak adlandirilmis ama insan genom projesi sonrasinda baslatilan en énemli projelerden
biri olan ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements - DNA Elementlerinin Ansiklopedisi)
projesi ile bu bdlgelerin islevleri aydinlatilmistir [54]. ENCODE projesi ile genomun
neredeyse (%98) tamamina yakin bir bdlgenin gen anlatiminin diizenlenmesinde rol
oynadig1 belirlenmistir. Bu bolgelerin daha da detayli analizleri ile ‘RNA Diinyast’
karsimiza c¢ikmistir [55] ve RNA’lar ile yapilan calismalarin son zamanlarda Onem

kazandig1 goriillmektedir [56].

2.10.1. ncRNA dizilerinin isimlendirilmesi ve simiflandirilmasi

Kodlama yapmayan ncRNA’lar, bir protein kodlamayan ama fonksiyonu olan dizilerdir.
ncRNA’larin isimlendirilmesinde; tanimlandiklari organizma, biiyiikliikleri ve yerlesim
yerleri temel alinir. Bu RNA gesitleri arasinda; miRNA, siRNA, snoRNA, fRNA ve
snmRNA dizileri sayilabilir [57]. Bu farkli RNA ¢esitlerinin farkli yapisal 6zellikleri olsa
da genel olarak hepsinin gen anlatimiin diizlenlenmesinde gorevli olduklar1 ve boylece
epigenetik alaninda yaygin olarak c¢alisildiklar1 sdylenebilir [58]. Sekil 2.1°de memeli
somatik hiicrelerinde bulunan ¢esitli RNA seviyelerinin oranlar1 toplam kiitleye gore (A)
ve molekiil sayilarina gore (B) verilmistir. RNA molekiillerinin toplam sayisinin her bir
hiicre icin kabaca 107 oldugu tahmin edilir. Diger ncRNA’lar; snRNA, snoRNA ve miRNA
olarak sayilabilir. Oldukg¢a biiylik kiitlelerinden dolayr rRNA, mRNA ve IncRNA

digerlerine kiyasla genomda daha fazla yer kaplar.
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Sekil 2.1. Bir memeli hicresinde bulunan RNA dizilerinin oranlari [57].

Kitle ve molekiil sayilarina gore siiflandirilan ncRNA’lar uzunluklarina gore de gesitlere
ayrilabilir. Uzunluklar1 karsilastirildiginda <200 nt uzunlukta olanlar kisa kodlama
yapmayan RNA ve >200 nt uzunlugundakiler uzun kodlama yapmayan RNA olarak
adlandirihir [59]. Kodlama yapmayan RNA’larin ¢esitleri ve sembolleri Cizelge 2.2°de
belirtilmistir.



Cizelge 2.2. Kodlama yapmayan RNA’larin ¢esitleri [59]
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Cesit Alt simif Sembol
“Transfer RNA” tRNA
“MicroRNA” miRNA
“Ribosomal RNA” (58S, 5.8S) rRNA
“Piwi interacting RNA” piRNA
“Small interfering RNA” SIRNA
“Tiny transcription initiation” tiRNAS
“Promoter-associated short RNAs” PASRs
Kisa kodlama :‘Termini-associgt§d shor.t RNAs” § TASRs
yapmayan ‘:Antlsense termini assoglated short RNAs aTASRs
RNA’lar (<200 Small npcleolar RNAS . § SnoRNAs
nt) “Transcription start site antisense RNAs TSSa-RNAs
“Small nuclear RNAs” SnRNAs
“Retrotransposon-derived RNAs” RE-RNAs
“3’UTR-derived RNAs” uaRNAs
“x-ncRNA” X-NCRNA
“Human Y RNA” hY RNA
“Unusually small RNAs” USRNAs
“Small NF90-associated RNAs” snaRs
“Vault RNAs” VIRNAS
“Ribosomal RNA” (18S and 28S) rRNAs
“Long or large intergenic ncRNAs” lincRNAs
“Transcribed ultraconserved regions” T-UCRs
Uzun kodlama “Pseudogenes” N Pseudogenes none
yapmayan “GAA-.repeat' containing RNAs” GRC-RNAs
RNA’lar (>200 “Long intronic ncRNAs” None
nt) “Antisense RNA§” ARNAs
“Promoter-associated long RNAs” PALRs
“Promoter upstream transcripts” PROMPTSs
“Stable excised intron RNAs” None
“Long stress-induced non-coding transcripts” LSINCTSs

2.10.2. ncRNA’larin 6nemi

Kodlama yapmayan bu diziler, farkli metabolik yolaklarda rol oynayan genlerin

anlatimlariin diizenlenmesinde gorev alir [60]. Bununla birlikte kromozom dinamiginin

kontrolinde [61], RNA diizeltiminde [62], makromolekdllerin olusumunda [63], kanser

[64] ve seker hastaligi [65] gibi bir¢ok hastalik olmak iizere genetik ve epigenetik kokenli

mekanizmalar da Onemli rollere sahiptir. Son yillarda epigenetik faktorlerin farklh

metabolik yolaklar tizerindeki etkilerinin daha detayli anlagilmasi ile birlikte 6nemli

epigenetik mekanizmalardan biri

olan ncRNA’lar ile yapilan c¢alismalarda artis

goriilmektedir. Bu kadar fazla ¢alismaya karsin ncRNA’larin islevleri hala detayli olarak

bilinmemektedir.
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2.11. Kiiciik Interferans RNA (Small Interfering RNA - siRNA)

Kodlama yapmayan RNA ¢esitlerinden biri siRNA dizileridir. Bu diziler, miRNA’ya
benzer sekilde dsSRNA’nin pargalanmasinda ve tamamlayici mRNA’nin susturulmasinda

rol oynayan RNAI mekanizmalarindan biridir.

2.11.1. siRNA’larin genomda tanimlanmasi

siRNA’lar, “precursor” (6nciil) dizileri olan dsRNA’larin (double stranded RNA - ift
iplikli RNA) calisilmas: ile 1999 yilinda kesfedilmistir. miRNA’dan farkli olarak
siRNA’lar, eksojen kaynakli molekiillerdir. siRNA’lar, 21-23 bg (baz cifti) uzunlugundadir
ve hedef mRNA’ya baglanarak endoniikleotik yikimda gorev alir. Memeli hiicrelerinde
siRNA ile gen susturulmasi iizerine yapilan ¢alismalar sayesinde bu molekiiller ile ilgili
aragtirmalar artmistir [66]. siRNA yiiklii nanopartikiiller kullanilarak insanlarda ilk klinik
calisma da gerceklestirmistir [67].

2.11.2. siRNA’larin sentezi, gen anlatiminin diizenlenmesindeki rolleri ve 6nemi

In vitro kosullarda sentezlenen siRNA’lar, hiicre igine girdikleri zaman RNaz Il enzimi
(dicer) tarafindan taninir ve kiigiik parcalar olusturacak sekilde kesilir. Olusan bu pargalar,
RISC (RNA Induced Silencing Complex - RNA aracili susturma kompleksi) yapisina
katilir. Olusan siRNA-RISC kompleksi, hedef mRNA’nin baglanmasini saglar. Daha sonra
RISC kompleksi mRNA’y1 tarar ve siRNA’ya tamamlayic1 olan mRNA boélgesini bularak
endoniikleaz aktivitesi ile mRNA’nin pargalanmasimi saglar [68]. Kiglik SiRNA
molekdlleri; dicer aktivitesi ile dSRNA ya da hpRNA (hairpin RNA) molekillerinden
olusur. Klavuz RNA ipligi, Ago (Argonaute) ve diger proteinlere baglanarak RISC
kompleksini olusturur. siRNA-RISC kompleksi daha sonra hedef mRNA’nin tamamlayici
dizisine baglanir. Sonucta hedef mRNA yikilabilir ya da translasyon inhibe olabilir.
SIRNA-mMRNA kompleksinin bilesenleri, RICS kompleksine yeniden doniistiiriilebilir ya
da RdARP (RNA aracili RNA polimeraz - RNA-dependent RNA polymerase) ile sSiRNA
molekiilleri olusabilir (Sekil 2.2).



26

LI il] or

dsRNA — hpRNA
|
v

ISERRERNREE] T
Ty, LU

-2

RdRP aracih RISC formation <
siRNA cogaltinm l

siRNA/RISC kompleksinin geri doniisiimii

)
y— TITIIT)) ¢ Hedef mRNA
siRNA/mRNA kompleksi

Hedef mRNA'"nm yikim
(susturulmasi)

Sekil 2.2. Okaryotlarda RNAi aracili gen susturma mekanizmasinin sematik gosterimi

[68].

siRNA’lar, hedef diziler ile tamamlayicilik gostererek gen anlatiminin susturulmasinda rol
oynadigi gibi miRNA mekanizmalarinin da islevini engelleyebilir [69]. Bununla birlikte
antiviral savunma sisteminde, transpozonla susturmada ve kromozomlarin yeniden
modellenmesinde gorev yapan siRNA’lar, kanser gibi tedavisi zor olan hastaliklarda,
genom entegresyonuna gerek duymadigi igin ila¢ molekiilleri ile birlikte de
kullanilmaktadir [70].

2.12. Kuguk Nukleolar RNA (Small Nucleolar RNA - snoRNA)

snoRNA’lar, rRNA’larin (ribozomal RNA) post-transkripsiyonel modifikasyonlarmin
diizenlenmesinde gorev alir [71]. Bu modifikasyonlar, 2'-O-riboz metilasyon ve
pseudoiirilasyon’dur [72]. Bu mekanizmalardan sorumlu olan snoRNA’lar, C/D kutusu ve

H/ACA kutusu olmak tizere iki korunmus motife sahiptir.
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Bu diziler; C kutusu (RUGAUGA) ve D kutusu (CUGA) olmak {izere iki tane korunmus
dizi elementi igerir (Sekil 2.3A). H/ACA kutusu ise H kutusu (ANANNA), ACA motifi
kutusu ve iki pseudodrilasyon paketi olmak iizere evrimsel korunmus yapisal elementler
icerir (Sekil 2.3B).

A
5 3
2' -O-Me 2' -O-Me
3 5
5 ¥
C/D kutusu H/ACA Kkutusu

Sekil 2.3. snoRNA’larda bulunan C/D kutusu ve H/ACA kutusunun yapisal ozellikleri
[73].

2.12.1. snoRNA sentezi

Omurgalilarda RNA polimeraz Il tarafindan transkribe edilen az sayidaki snoRNA’lar
hari¢ bircok snoRNA, protein kodlamayan genlerden ya da protein kodlayan genlerin
intronlarindan sentezlenir [74]. intronik birgok snoRNA’nin biyosentezi; niikleoplazmada
gerceklesen konak genomla birlikte kirpilma ve ekzoniikleotit yikimlari igerir. Intronik
snoRNA’larda; ribonikleoproteinler, snoRNA’larin olgunlasmasi i¢in gereklidir ve bu
stire¢ konak genom ile birlikte baglatilir. Bu proteinler, siirecin dengesi ve niikleolar

lokalizasyon igin kritik Gneme sahiptir [75].
2.12.2. snoRNA’nin gen anlatimimin diizenlenmesindeki rolii ve 6nemi
Bu RNA ¢esidinin en c¢ok calisilan fonksiyonlardan biri rRNA’larin modifikasyonu,

olgunlagsmas1 ve stabilizasyonudur. rRNA’larin korunmus ve fonksiyonel bdlgelerinde,

yuzlerce 2’-O-metilasyon ya da pseudourilasyon kalintilar1 bulunur.
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D kutusunun {iist bolgesinde bulunan dizi, hedef RNA’y1 tanir ve besinci niikleotidinde 2'-
O-metilasyonu gerceklesir. Pseudolrilasyon olarak isimlendirilen reaksiyonda, Uridin
pseudouridine doniisiir ve reaksiyon H kutusu ve/veya ACA kutusun Ust bolgesindeki 14-

16 nt bolgesinde gergeklesir [72].

Gen anlatimmin diizenlenmesinde snoRNA’larin dnemi Ozellikle hastaliklar ile ilgili
yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir [76]. Ayrica strese cevap ve metabolik dengede de
oynadigi roller in vivo ve in vitro ¢alismalarda belirlenmistir [77]. snoRNA’larin diger
kiiciitk RNA’larin onciilii oldugunu bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir. Kavaji ve dig.
[78] yaptiklar1 g¢alismada, insan genomunda bulunan 18-40 nt uzunlugundaki kiigiik
RNA’lan dizilemis ve kodlama yapmayan RNA’lardan kdken alan bagimsiz kiiciik RNA
siiflart bulmustur. Daha sonra baska bir calismada, cesitli okaryotik dokularda kiiciik
RNA’larin sistemik analizi derin dizileme yontemleri kullanilarak gerceklestirilmis ve
evrimsel olarak korunmus kiiglik RNA’larin; insan, hayvan (fare, tavuk ve meyve sinegi),
Arabidopsis ve mayadaki snoRNA lokuslarinin biiyiik bir kismmindan koéken aldigi
bildirilmistir [79].

2.13. Mikro RNA (Micro RNA - miRNA)

miRNA’lar, gen anlattminin diizenlenmesinde post-transkripsiyonel veya post-
translasyonel asamalarda gérev alan yaklasik 22 nt uzunlugunda ncRNA molekiillerinden
biridir. mMRNA dizisine tamamlayici olarak baglanir, mRNA dizinin yikilmasina ve/veya
inhibisyonuna neden olarak anlatimi diizenler [10]. Bununla birlikte tam tersi olarak
miRNA’larin, genlerin promotdr dizilerine baglanarak gen anlatimmi arttirdigi da
bilinmektedir [11]. miRNA’larin, dkaryot ile viriis genomlarmin %1-3’linii, insanda ise
protein kodlayan genlerin %60’dan fazlasin1 diizenledigi disiiniilmektedir [80].
Organizmada miRNA dizilerinin sayisinin ¢ok olmamasi, bu dizilerin birden fazla mRNA

dizisinin duzenlenmesinde gorev aldigini disiindiirmektedir [ 10].
2.13.1. miRNA’larin genomda tanimlanmasi
Model bir organizma olan C. elegans ilizerinde 1993 yilinda yapilan c¢aligmalarda, larva

gelisim zamanlamasini kontrol eden lin-4 geninin iki kisa RNA dizisi olusturdugu

belirlenmistir.
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Bu dizilerin, lin-14 geninin anlatimimi ve LIN-14 proteinin olugsmasini engelledigi rapor
edilmistir. Boylece ilk miRNA dizisi bu model organizmada 1993 yilinda tanimlanmistir
[81]. Kesiften itibaren, farkli canlilarda yapilan arastirmalar ile daha detayli bilgi
edinilmeye baslanmistir. Ama miRNA dizileri ile ilgili mihenk tas1 olarak nitelendirilecek
caligma, Fire ve dig. [82] tarafindan yapilan dsRNA dizisinin gen susturma mekanizmasina
sahip oldugunun belirlendigi arastirmadir. RNAI olarak adlandirilan bu kesif ile Fire ve
Mello, 2006 yilinda Fizyoloji veya Tip alaninda Nobel Odiilii almislardir. Bu diziler daha

sonra miRNA olarak isimlendirilmislerdir [83].

Gelisen NGS ve biyoinformatik araglarla birlikte basta model organizmalar olmak iizere
bitki, hayvan ve insanlarda yeni miRNA dizileri tanimlanmaya devam edilmektedir.
Tanimlanan yeni miRNA dizileri ile hastalikla ilgili genlerin belirlenmesi, biyomarkirlarin
tanimlanmasi, gen ontoloji (GO) analizleri, evrimsel iliskiler, gen anlatimi gibi genom ve

transkriptom alaninda daha detayl: bilgiler elde edilmektedir [80, 83, 84].

2.13.2. miRNA sentezi

Genomda, miRNA genleri genellikle polisistronik birincil transkriptler olarak transkribe
edilecek sekilde kiimelenmislerdir. Gen i¢inde (intragenik) ve genler arasinda (intergenik)
olarak bulunan miRNA genleri, RNA polimeraz II/111 ile transkribe edilir. Birka¢ kilobaz
(kb) biiyiikliigiindeki birincil transkript (primiRNA), 5° ucunda sapka ve 3’ ucunda poli A
kuyrugu igerir. PrimiRNA; insanda Drosha ve DGCRS8 proteini ile Drosophila’da Pasha
olarak isimlendirilen mikroislemci kompleksi ile kesilir. Bu islem niikleus iginde
gergeklesir ve sonugta hairpin (sa¢ tokasi) yapisinda 60-120 nt uzunlugundaki oncil
mMIRNA (pre-miRNA) dizileri olusur [85]. Ayn1 asama bitkilerde, Dicer-benzeri protein 1
(DCL1) ve HYL1 (cift zincirli RNA baglanma proteini) ile HEN1 (cift zincirli RNA-
baglanma motifi ve C-terminal metil transferaz domaini igerir) gibi diger yardimci
faktorlerin birlikte calismasiyla gergeklesmektedir (Sekil 2.4) [86]. Olusan pre-miRNA,

Exportin-5 ve Ran-GTP niiklear por kompleksi ile niikleustan sitoplazmaya tasinir.

Sitoplazmada, sitoplazmik Dicer ile tekrar kesilir ve yaklasik 22 nt uzunlugunda dsRNA
olusur. Cift zincir denatiire olur ve bir zincirden olgun miRNA meydana gelir [81, 85]. Bir

onceki asamada; insan, hayvan ve bitkilerde goriilen baz1 farkliliklar burada da vardir.
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Bitkilerde, dSRNA niikleusta olusur ve HEN1 enzimi ile metillenir. Sonra Expotin-5’in

ortologu olan HASTY ile sitoplazmaya tasmir. Sitoplazmada, helikaz ile zincirler

birbirinden ayrilir ve olgun miRNA, gen anlatimini diizenlemek i¢in ilgili bdlgeye

yonlendirilir [87].
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Sekil 2.4. Hayvan ve bitki miRNA’sinin sentez basamaklari [86].



31

2.14. Bitki ve Hayvan miRNA’larinin Analiz Yoéntemleri

Bitki ve hayvanlarda; miRNA’lar, in siliko (bilgisayar temelli teknikler veya
biyoinformatik yaklagimlar) ve deneysel yontemler olmak {izere iki farklt metodla analiz

edilebilmektedir.

2.14.1. In siliko yontemler

Gen anlatimmin diizenlenmesi, anlamli gen iiriinliin olusabilmesi (polipeptid zinciri ve
RNA molekiilleri) i¢in olduk¢a Onemli bir basamaktir. miRNA bu diizenlemede rol
oynayan Onemli faktorlerden biridir [87, 88]. miRNA dizilerinin canlilar arasinda
korunmus olmasi, daha Once tanimlanan miRNA dizilerinin kullanilarak yeni aday
dizilerin belirlenmesine olanak tanir. Yeni aday miRNA’larin tanimlanmasinin yani sira bu
miRNA’larin hedef mRNA’lar1, bu mRNA’larin etkili oldugu metabolik yolaklar ve dizi
homolojisinden yararlanilarak canlilar arasindaki evrimsel iliski de belirlenebilir [9, 89].

Bu amagla gergeklestirilen in siliko analizlerde ortak yontem asagidaki gibi 6zetlenebilir.

i. Calisilacak canlinin miRNA dizileri, mirBase veri tabanindan [90] ve EST dizileri,
NCBI [91] veri tabanindan alinir.

ii. Budiziler, NCBI veri tabaninda bulunan BLAST programi kullanilarak karsilastirilir.
iii. Elde edilen sonuglar arasinda 0-4 arasinda yanlis eslesme gosteren dizilerin protein
kodlayip kodlamadiklart BLASTX ile analiz edilir ve protein kodlayan diziler analizden
cikartilir.

iv. Protein kodlamayan diziler arasinda 0-4 arasi yanlis eslesmeye sahip olan diziler
kullanilir.

v. Mfold veri tabanmi [92] (RNA-Folding-Form) kullanilarak pre-miRNA ve olgun
mIiRNA dizileri belirlenir. Mfold en yaygin kullanilan programdir. Bu programin yani sira
pre-miRNA dizilerinin belirlendigi farkli programlar da bulunmaktadir.

vi. NCBI veri tabaninda BLASTn sekmesi kullanilarak hedef genler belirlenir.

vii. BLAST2GO programi kullanilarak, GO (Gene Ontology) ve KEGG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes) analizleri yapilir [93].
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Filogenetik korunmuslugu bulunan miRNA dizilerinin, dizi homolojisinden yararlanilarak
yeni miRNA dizilerinin belirlenmesinde kullanilan biyoinformatiksel yaklagim, bir¢ok
arastirmacinin ¢alisma konusu olmustur. Cesitli ¢alismalar ile insan, tavsan, fare, sigir,
koyun, kertenkele, meyve sinegi, zebra baligi, sempanze, lahana, iiziim, yonca, piring,
misir, bugday gibi bircok hayvan ve bitki geomunda korunmus miRNA’lar ile hedef

dizileri belirlenmis ve veri tabanlarina kayit edilmistir [94, 95, 96].

2.14.2. Deneysel yontemler

Hatal1 (negatif) - hatasiz (pozitif) oranlara sahip olmasi, daha hizli ve kolay analizi ile
asgari seviyede laboratuvar arag-gerecine gereksinim duymasi, biyoinformatik metodlarin
yaygin olarak c¢alisgilmasini saglamaktadir. Bununla birlikte deneysel yontemlerle
biyoinformatik olarak belirlenen miRNA dizilerinin dogrulanmasi gerekmektedir [87, 97].
Biyoinformatik yaklasimlar ve deneysel metodlar karsilagtirildiginda taksonlar arasinda
korunmusluk gostermeyen tiire 6zgiill miRNA’larin, deneysel yaklasimlarla daha etkili
analiz edildigi gozlenmistir. Deneysel metodlarda, dizilim temelli yontemler ile molekuler
biyoloji ve genetikte kullanilan PCR ya da real-time PCR gibi yontemler kullanilir.
Deneysel yollarla yeni miRNA dizilerinin belirlenmesinde asagidaki basamaklar takip
edilir:

i. Calisilmak istenen organizmadan total RNA izolasyonu yapulir.

ii. Kisa RNA dizileri jelden saflastirilir.

iii. Bu dizilerin 3’ ve 5’ uglarina adaptorler baglanir.

iv. RT (Reverse Trancription - Ters Transkripsiyon) PCR ile cDNA (complementary
DNA - tamamlayict DNA) sentezi gerceklestirilir.

V. Sentezlenen cDNA’lar arasinda kiiciik RNA (18-26 nt) molekiilleri plazmite klonlanir
ve bir kiitiiphane olusturulur.

vi. Bu klonlar tek tek dizilenir. Dizileme islemi NGS kullanilarak gergeklestirilir.

vii. Elde edilen diziler, biyoinformatik araglar ile analiz edilerek yeni miRNA’lar belirlenir
[98, 99].
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2.14.3. miRNA’larin gen anlatiminin diizenlenmesindeki rolleri ve 6nemi

miRNA’lar, RISC araciligi gen anlattiminin diizenlenmesi roliinii gerceklestirirler. Bu
komplekste, miRNA hedef mRNA’ya baglanarak post-transkripsiyonel dizenlemelerde
gorev alir. Bu diizenleme isleminin gergeklesebilmesi icin miRNA ile mRNA arasinda dizi
tamamlayiciliginin olmasi 6nemlidir. Yapilan ¢alismalarda, hayvanlarda, miRNA’larin 5’
ucunda yaklasik 7 nt’lik ‘seed’ olarak tanimlanan bolgelerinin (Sekil 2.5), iki molekil
arasindaki Ozgiil tanmirligi sagladigi belirlenmistir [100]. Bitkilerde, miRNA ile mRNA
arasinda %100’e yakin bir tamamlayicilik olmasi gerekir. Hayvanlarda ise bu durumun tam
tersi olarak ¢ogu miRNA’nin tam tamamlayicilik gostermeden mRNA’y1 hedefledigi
bilinmektedir [98]. Bir miRNA’nin birden fazla hedef mRNA dizisi vardir. Sonug¢ olarak
tek bir miRNA, birden fazla geni etkileyebilmektedir [80, 87]. Hayvanlarda ve bitkilerde
bulunan miRNA’lar, mRNA’nin;

i. 3° UTR bolgesi,

ii. 5’UTR ve/veya ORF (acik okuma gergevesi)

iii. 3°UTR, 5’UTR, CDS (Coding Sequence — Kodlama yapan dizi) ve protein
kodlamayan bolgelerine baglanarak islev goriir [88, 101].

Bitki
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Sekil 2.5. miRNA ile hedef gen arasindaki dizi eslesmesi [100].
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Gen anlatiminin diizenlenmesinde hem post-transkripsiyonel asamada hem de post-
translasyonel asamada bircok mekanizma rol oynamaktadir. miRNA dizileri de bu
mekanizmalardan biridir ve epigenetik ile ilgili bir¢ok ¢alismada, bu dizilerin nasil etki
gostedigi, hangi metabolik yolaklardaki genleri etkiledigi ve sonugta hangi genotipik ya da

fenotipik etkilere neden oldugu vb. bir¢ok sorunun cevabi aranmaktadir [9, 89].

Bitki, hayvan ve diger canlilarda gen anlatiminin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan
miRNA’lar, genomda tanimlandiklar1 andan itibaren biyoloji, tarim ve tip alanlar1 olmak
iizere birgok farkli bilimde ilerleme kaydedilmesini saglamaktadir. Hastaliklar igin
biyomarkir 6zelligi gosterebilmeleri de miRNA anlatim g¢aligsmalarii arttirmistir [10]. Bu
calismalardan birini Provost [102] gergeklestirmis ve miR-146a ile miR-342-3p
miRNA’larinin artan seviyelerini prion hastaligiyla iliskili oldugunu rapor etmistir.
Yapilan bagka bir ¢alismada ise ileri prostat kanserli hastalar1 saglikli bireylerden ayirmak
icin miR-141’in kullanildig: bildirilmistir. Ayni arastiricilar idrar 6rneklerindeki miR-126
ve miR-182 oranmin, idrar kesesi kanserini belirlemede kullanilabilecegini de rapor
etmiglerdir [103]. miRNA’lar, ekonomik Onemi olan ¢iftlik hayvanlarinda kullanilan

ilaglarin analizinde de kullanilmaktadir [104].

Bu tez calismasinda, farkl: siis bitkilerinde bilgisayar destekli yontemler kullanilarak farkli
miRNA aileleri belirlendi. Bu amagcla, referans miRNA dizileri ile yapilan
karsilagtirmalarda farkli programlar, her programda uygulanmasi gereken siki kurallara
bagl kalinarak kullanildi. Tanimlanan miRNA dizileri arasinda evrimsel iligski incelendi.
Ayrica bu dizilerin hedefleri de belirlenerek, bu hedeflerin hangi siireglerde rol oynadigi

analiz edildi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda, in siliko yontemler kullanilarak farkli siis bitkilerinde yeni miRNA
dizileri tanimlandi. Bu amagla mirBase veri tabaninda bulunan farkli bitkilere ait referans
miRNA dizileri elde edildi. Elde edilen referans miRNA dizileri, NCBI veri tabaninda
bulunan BLASTN programi kullanilarak her bir sis bitkisine ait EST veri tabani ile
karsilastirildi. Uygun olan pre-miRNA dizilerinin ikincil yapilar1 “RNAfold Web Server”
programi kullanilarak belirlendi. Tanimlanan yeni miRNA dizileri, miRBase veri
tabaninda yer alan ve daha 6nce farkli bitkilerde tanimlanmis olan homolog diziler ile
Clustal Omega ve MEGAX programlar1 kullanilarak karsilastirildi ve diziler arasindaki
evrimsel iliski incelendi. Bu miRNA dizilerinin hedef genleri, “RNA Hybrid” programi ile
tamimlandi. Hedef genlerin, hangi siire¢ ve/veya yolaklarda gorev aldigit BLAST2GO ve
KEGG programlari ile belirlendi.

3.1. miRNA Dizilerinin Elde Edilmesi

Referans miRNA veri setleri, mirBase (Versiyon 22, http://www.mirbase.org) veri
tabanindan elde edildi [90]. Bu veri tabaninda farkli canlilara ait in siliko veya deneysel
yontemlerle belirlenen miRNA dizilerinin onciil ve olgun formlarina ait bilgiler
bulunmaktadir. Bu tez calismasinda, bitkilerin olgun miRNA dizileri kullanildi. Olgun
diziler, onciil dizilere kiyasla daha korunmus oldugu i¢in olgun miRNA diziler ile analizler
gergeklestirildi [88].

3.2. Blast Analizleri

NCBI programinda bulunan BLASTN programi kullanilarak elde edilen referans miRNA
dizileri ile sis bitkilerine ait EST dizileri karsilastirildi. Bu amagla, NCBI’da bulunan EST
veri tabaninda Petunia hybrida, Castanea sativa, Yucca filamentosa, Opuntia
streptacantha, Cichorium intybus, Cynara cardunculus, Asparagus officinalis ve Ginkgo
biloba bitkilerine ait tir diizeyinde ya da cins dizeyinde EST dizileri kullanild1. Analizler,

asagidaki parametreler kullanilarak gergeklestirildi.
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Veri tabani (Database) . Expressed Sequence Tags (EST)
Organizma (Organisms) - Sus bitkileri

Program Segenegi (Program Selection) : Somewhat similiar sequences
Beklenen Esik Degeri (Expected threshold) : 1000

Hizalanan dizi sayist (Number of Aligned Sequences): 1000
Kelime Biiyiikliigii (Word Size) 7
Diger parametreler ise programda belirtildigi sekilde degistirilmeden kullanildi [105].

Eslesen diziler, referans miRNA dizileri ile karsilastirilarak kontrol edildi. Referans
miRNA dizileri ile eslesen EST dizileri arasinda maksimum 7 yanlis eslesme ve/veya

indeller (insersiyon/delesyon) bir sonraki asama olan eleme siirecinde kullanilmak iizere

belirlendi [9].

3.3. Eleme Sireci

In siliko analizler ile yeni miRNA’larin tanimlanmasinda tiim asamalarda kullanilan
programlar ve bu programlarda kullanilan parametreler biiyiik 6nem tasimaktadir. Eleme
stirecindeki ilk asama ayn1 gen ya da EST dizisine ait tekrarli dizileri elenmesidir. BLAST
analizleri sonucunda aynt miRNA dizisinin eslestigi birden fazla gen ya da EST dizisi
bulunabilmektedir. Bu diziler, ayn1 gen ya da EST dizisine ait olup sadece kismi dizi
olarak farkli aksesyon numaralar1 ile NCBI veri tabaninda bulunmaktadir. Bu nedenle
aslinda tek bir dizi olan bu sonuglarin aynt miRNA dizisi ile karsilastirilmasi ayn1 dizinin
tekrar tekrar analizinin yapilmasina sebep olmakta ve bu durum da degerlendirme siirecini
olumsuz etkilemektedir. Bu amagla, tez calismasinda bir 6nceki asamada belirlenen ayni
EST dizisine ait tekrarl diziler, her bir miRNA dizisine ait ‘single tone” olusturulmast igin
BLASTN programi kullanilarak elendi. Elemede BLASTN programindaki parametreler
degistirilmeden analiz gergeklestirildi [106].

Eleme sirecindeki ikinci 6nemli asama ise protein kodlayan miRNA dizilerin elenmesidir.
Protein kodlayan dizilerin belirlenmesi igin FASTA formatindaki miRNA dizileri NCBI’da
bulunan protein veri tabani ile BLASTX programi kullanilarak karsilastirildi [107]. Analiz
sonucunda tiim protein kodlayan diziler elendi. Protein veri tabaninda bulunan protein
dizileri ile karsilagtirildiginda, benzerlik gostermeyen diziler, potansiyel aday miRNA

dizileri olarak segildi.
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3.4. pre-miRNA ikincil Yapilarimn Olusturulmasi

Bir onceki asamada belirlenen aday miRNA dizilerinin ikincil hairpin sap-ilmek (stem-
loop) yapilari, “ViennaRNA Package” (Versiyon 2.4.17) i¢inde bulunan “RNAfold Web
Server”  (http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi)  programinda
[108] igindeki “Minimum Free Energy” algoritmasi kullanilarak belirlendi [109]. Elde

edilen sonugclar, asagidaki kriterler gozoniine alinarak degerlendirildi.

I miRNA dizisi, ‘stem-loop’ hairpin yapisinda uygun bir pozisyonda bulunabilmeli.
ii. Olgun miRNA dizisi hairpin yapisinin sadece bir kolunda bulunmali.

iii. miRNA ile miRNA* dizilerinde herhangi bir loop veya kirik olmamali.

iv. MFEI (Minimum Folding Energy Index — Minimum Katlanma Enerji Indeksi)
degeri >0.85 ve MFE (Minimum Free Energy - Minimum Serbest Enerji) degeri < -18
kcal mol™* olmali.

V. Olgun miRNA ile miRNA* dizileri arasinda Watson-Crick ya da G/U baz ¢iftinden
en az 12 tane olmali [101, 110].

Elde edilen sonuglarin; EST dizisi, referans dizi, EST pozisyonu, MFE degeri, miRNA nt
sayisi, AMFE (Adjusted Minimal Folding Free Energy), %GC, %AT ve MFEI degerleri
belirlendi. AMFE ve MFEI degerlerinin hesaplanmasinda asagidaki formiiller kullanild:
[111].

AMFE = ((MFE/(potansiyel pre-miRNA uzunlugu))*100.
MFEI = (AMFE/(%GC)

3.5. Filogenetik Analizler

Siis bitkilerinde tanimlanan olgun miRNA dizileri ile bu dizilerin mirBase veri tabaninda
bulunan homolog referans dizileri arasindaki evrimsel iliskinin belirlenmesi igin Clustal
Omega programi [112] ile hizalama yapildi. Daha sonra, hizalanan diziler kullanilarak
MEGAX programi ile filogenetik aga¢ cizildi [113]. Filogenetik aga¢ c¢iziminde
“Neighbour-Joining (NJ)” metodu [114] ve “p distance” modeli kullanild1 [115]. Ayrica
“bootstrap (BS)” analizleri 1000 tekrar ile gerceklestirildi [116].
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3.6. miRNA Hedef Genlerinin Hedeflenmesi

Sls bitkilerinde yeni tanimlanan miRNA dizilerinin potansiyel hedefleri; BLASTN ve
“RNA Hybrid” algoritmalarinin kombinasyonu kullanilarak belirlendi [106, 113]. Bu
amagcla olgun miRNA dizileri, BLASTN programinda su parametreler kullanilarak analiz
edildi:

Veri tabant (Database) : Nucleotide Collection (nr/nt)
Organizma (Organisms) - SUs bitkileri
Program Segenegi (Program Selection) : Highly similiar sequences (megablast)

Elde edilen mRNA dizileri arasinda ‘query coverage’ oran1 > 60 olanlar secildi ve bu
dizilerin dogrulugu RNA Hyrbid algoritmasinda kullanilarak degerlendirildi. Potansiyel

mRNA hedeflerinin belirlenmesinde kullanilan asagidaki kriterler kullanilmistir.

i Hedef miRNA ile potansiyel mRNA arasinda 4 nt’ten fazla yanlis eslesme
olmamali.

ii. Bu 4 yanlis eslesme, miRNA’ nin 5 ucundan itibaren 10. ve 11. pozisyonlarda
olmamali.

iii. miRNA’ nin 5” ucundan itibaren 1. ve 9. pozisyonlar arasinda 1 nt’ den fazla yanlis
eslesme olmamali.

v, Hedef miRNA ile potansiyel mRNA arasinda herhangi bir bolgede yan yana 2
nt’ten fazla yanlis eslesme ve bosluk olmamali.

V. miRNA’ nin 5’ ucundan itibaren 2-7 ve/veya 8-13 nt bolgesi i¢cin MFE degeri < -20

kcal mol™ olmali. Bu kriterler, yanlis pozitif sonuglarin elenmesini saglad [9].

3.7. miRNA Hedef Genlerinin GO ve KEGG Analizleri

Belirlenen hedef genlerin GO analizleri BLAST2GO programi kullanilarak gerceklestirildi
[93, 114, 115]. GO analizleri ile hedef genlerin hangi siire¢lerde rol oynadigi belirlendi. Bu
suregler; biyolojik sureg, hiicresel bilesen ve molekiler fonksiyon olarak siniflandirildi.
Daha sonra hedeflerde E-degeri < 0 kiguk olan ve uygun enzim komisyon (Enzyme
Commission — EC) numaralarina sahip olan diziler, KEGG metabolik yolak veri tabaninda
haritalandirildi [116].
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4. BULGULAR

Bu tez ¢aligmasinda, in siliko yontemler kullanilarak Petunia hybrida, Castanea sativa,
Yucca filamentosa, Opuntia streptacantha, Cichorium intybus, Cynara cardunculus,
Asparagus officinalis ve Ginkgo biloba olmak tzere farkl siis bitkilerinde yeni miRNA
dizileri belirlendi. Referans diziler ile siis bitkilerine ait EST veri tabaninin
karsilastirmasinda NCBI-BLASTN, tanimlanan bu dizilerin eleme siirecinde NCBI-
BLASTN ve NCBI-BLASTX programlari, ikincil yapilarinin belirlenmesinde “RNAfold
Web Server” programi, filogenetik analizlerde Clustal Omega ve MEGAX programlari, bu
miRNA’larin hedef genlerinin belirlenmesinde BLASTN ve “RNA Hybrid” programlari,
hedef genlerin rol oynadig siire¢ ve metabolik yolaklarin belirlenmesinde ise BLAST2GO
ve KEGG programlari kullanildu.

4.1. miRNA Dizilerinin Elde Edilmesi

mirBase veri tabanindan, 21 ailede bulunan 74 farkl bitki tiiriine ait 7474 pre-miRNA ve
9168 olgun miRNA dizisi elde edildi. Bu diziler arasinda Okotiledonlara ait 5704 pre-
mIiRNA dizisi ve 6746 olgun miRNA dizisi ile monokotiledonlara ait 1770 pre-miRNA ile
2422 olgun miRNA dizisi bulundu (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. mirBase veri tabaninda bulunan 6nceden bilinen tiirlere ait olgun miRNA
dizileri

Aile Ismi Tiir ismi miRNA Dizi Sayisi
Amaranthaceae Salicornia europaea 31 oncul dizi, 31 olgun dizi
Araliaceae Panax ginseng 29 oncll dizi, 32 olgun dizi
Cynara cardunculus 48 oncul dizi, 57 olgun dizi
Helianthus annuus 6 oncil dizi, 7 olgun dizi
- Helianthus argophyllus 3 oncdl dizi, 3 olgun dizi
S Helianthus ciliaris 3 oncul dizi, 3 olgun dizi
K} Asteraceae - — T —
= Helianthus exilis 2 oncul dizi, 2 olgun dizi
5 Helianthus paradoxus 3 oncul dizi, 3 olgun dizi
Helianthus petiolaris 3 oncul dizi, 3 olgun dizi
Helianthus tuberosus 16 oncul dizi, 16 olgun dizi
Arabidopsis lyrata 205 oncul dizi, 384 olgun dizi
. Arabidopsis thaliana 326 oncul dizi, 428 olgun dizi
Brassicaceae - T —
Brassica napus 90 oncdl dizi, 92 olgun dizi
Brassica oleracea 10 6ncul dizi, 11 olgun dizi
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(devam) Cizelge 4.1. mirBase veri tabaninda bulunan énceden bilinen tirlere ait olgun
miRNA dizileri

Okotiledon

Aile ismi

Tiir ismi

miRNA Dizi Sayisi

Brassicaceae

Brassica rapa

96 oncul dizi, 157 olgun dizi

Camelina sativa

91 6ncul dizi, 112 olgun dizi

Caricaceae

Carica papaya

79 6ncal dizi, 81 olgun dizi

Cucurbitaceae

Cucumis melo

120 Oncul dizi, 120 olgun dizi

Cucumis sativus

5 oncdl dizi, 5 olgun dizi

Euphorbiaceae

Hevea brasiliensis

30 6éncdl dizi, 30 olgun dizi

Manihot esculenta

174 6ncdl dizi, 175 olgun dizi

Ricinus communis

63 oncul dizi, 63 olgun dizi

Acacia auriculiformis

7 oncul dizi, 7 olgun dizi

Arachis hypogaea

23 oncul dizi, 32 olgun dizi

Acacia mangium

3 oncul dizi, 3 olgun dizi

Glycine max 684 oncul dizi, 756 olgun dizi
Fabaceae Glycine soja 13 oncdl dizi, 13 olgun dizi
Lotus japonicus 299 oncdl dizi, 365 olgun dizi
Medicago truncatula 672 oncdl dizi, 756 olgun dizi
Phaseolus vulgaris 8 oncul dizi, 10 olgun dizi
Vigna unguiculata 18 oncul dizi, 18 olgun dizi
Avicennia marina 2 oncul dizi, 3 olgun dizi
Digitalis purpurea 13 oncdl dizi, 13 olgun dizi
Lamiales Rehmannia glutinosa 32 6ncal dizi, 37 olgun dizi
Salvia miltiorrhiza 1 oncdl dizi, 1 olgun dizi
Salvia sclarea 18 oncdl dizi, 18 olgun dizi
Linaceae Linum usitatissimum 124 6ncdl dizi, 124 olgun dizi
Gossypium arboreum 1 6ncal dizi, 1 olgun dizi
Gossypium herbaceum 1 6ncudl dizi, 1 olgun dizi
Malvaceae Gossypium hirsutum 78 oncll dizi, 80 olgun dizi
Gossypium raimondii 296 oncul dizi, 296 olgun dizi
Theobroma cacao 82 Oncul dizi, 82 olgun dizi
Myrtaceae Eugenia uniflora 39 oncll dizi, 74 olgun dizi

Paeoniaceae

Paeonia lactiflora

15 oncdl dizi, 15 olgun dizi

Ranunculaceae

Aquilegia caerulea

45 oncdl dizi, 45 olgun dizi

Rhizophoraceae

Bruguiera cylindrica

4 6ncul dizi, 4 olgun dizi

Bruguiera gymnorhiza

4 dncdil dizi, 4 olgun dizi

Fragaria vesca

118 oncul dizi, 131 olgun dizi

Rosaceae Malus domestica 308 oncdil dizi, 322 olgun dizi
Prunus persica 180 6ncul dizi, 214 olgun dizi

Citrus clementina 5 oncdl dizi, 5 olgun dizi

Rutaceae Citrus reticulata 4 oncul dizi, 4 olgun dizi

Citrus sinensis

151 oncll dizi, 246 olgun dizi
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(devam) Cizelge 4.1. mirBase veri tabaninda bulunan 6nceden bilinen tiirlere ait olgun

MiRNA dizileri
Aile Ismi Tiir ismi miRNA Dizi Sayisi
Citrus trifoliata 6 dncul dizi, 6 olgun dizi
é Salicaceae Populus el_Jphratica 4 ?nc?l d|2| 4 olgun dizi_ _
R Populus trichocarpa 352 oncul dizi, 401 olgun dizi
g Nicotiana tabacum 162 6ncul dizi, 164 olgun dizi
‘O Solanaceae Solanum lycopersicum 112 dncal dizi, 147 olgun dizi
Solanum tuberosum 224 dncul dizi, 343 olgun dizi
Vitaceae Vitis vinifera 163 oncul dizi, 186 olgun dizi
Asparagus officinalis 101 dncul dizi, 101 olgun dizi
Aegilops tauschii 88 oncdl dizi, 173 olgun dizi
Brachypodium distachyon 317 oncul dizi, 525 olgun dizi
Elaeis guineensis 6 oncul dizi, 6 olgun dizi
Festuca arundinacea 15 oncdl dizi, 15 olgun dizi
S Hordeum vulgare 69 onciil dizi, 71 olgun dizi
= Monocotyledons Oryza sativa 604 6nciil dizi, 738 olgun dizi
% Sorghum bicolor 205 oncul dizi, 241 olgun dizi
S Saccharum officinarum 16 oncdl dizi, 16 olgun dizi
= Saccharum sp. 19 oncil dizi, 20 olgun dizi
Triticum aestivum 122 6ncdl dizi, 125 olgun dizi
Triticum turgidum 1 dncul dizi, 1 olgun dizi
Vriesea carinata 33 oncill dizi, 65 olgun dizi
Zea mays 174 6ncul dizi, 325 olgun dizi

4.2. pre-miRNA Ikincil Yapilarimn Belirlenmesi

Referans miRNA dizilerinin, Petunia hybrida, Castanea sativa, Yucca filamentosa,

Opuntia streptacantha, Cichorium intybus, Cynara cardunculus, Asparagus officinalis ve

Ginkgo biloba sis bitkilerine ait EST veri tabanlarinda BLASTN programi

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ile karsilagtiriimas: sonucunca referans dizi ile <

7 yanlis eslesmeye sahip EST dizileri belirlendi. Elde edilen EST dizileri arasinda

benzerlik olup olmadig1 yeniden BLASTN programi kullanilarak analiz edildi ve tekrarl

EST dizileri silinerek her bir miRNA dizisi i¢in ‘single ton’ olusturuldu. Daha sonra bu

diziler arasinda BLASTX programi kullanilarak protein kodlayanlar belirlendi ve bu diziler

silinerek protein kodlamayan diziler ile bir sonraki asamaya ge¢ildi.
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Materyal ve Yontem kisminda yer alan 3.4. numarali baslikta belirtilen kurallar
uygulanarak gergeklestirilen “RNAfold Web Server” programi analizleri sonucunda sis
bitkilerinde miR168, miR169, miR399, miR2930 ve miR10982 olmak Uzere bes farkli
miRNA ailesi belirlendi. Belirlenen miRNA dizileri isimlendirilirken ilgili sts bitkisinin

tir adinin ilk kelimesinin ilk harfi ile ikinci adinin iki harfi alinda.

Petunia hybrida (phy-miR168), Castanea sativa (csa-miR169), Yucca filamentosa (yfi-
miR169), Opuntia streptacantha (ost-miR169), Cichorium intybus (cin-miR169), Cynara
cardunculus (cca-miR169), Petunia hybrida (phy-miR399), Asparagus officinalis (aof-
miR2930) ve Ginkgo biloba (ghi-miR10982) bitkilerinde parantez iginde belirtilen yeni
miRNA dizileri belirlendi (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6,
Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9).

Olgun miRNA dizisi
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Sekil 4.1. Petunya hybrida bitkisinde tanimlanan phy-miR168 dizisinin ikincil yapisi.

Olgun miRNA dizisi
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Sekil 4.2. Castanea sativa bitkisinde tanimlanan csa-miR 169 dizisinin ikincil yapisi.



Sekil 4.3. Yucca filamentosa bitkisinde tanimlanan yfi-miR 169 dizisinin ikincil yapisi.

Olgun miRNA dizisi
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Sekil 4.4. Opuntia streptacantha bitkisinde tanimlanan opt-miR 169 dizisinin ikincil yapist.
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Sekil 4.5. Cichorium intybus bitkisinde tanimlanan cin-miR 169 dizisinin ikincil yapist.
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Sekil 4.6. Cynara cardunculus bitkisinde tanimlanan cca-miR 169 dizisinin ikincil yapisi.

Sekil 4.8. Asparagus officinalis bitkisinde tanimlanan aof-miR2930 dizisinin ikincil yapisi.
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Sekil 4.9. Ginkgo biloba bitkisinde tanimlanan gbi-miR 10982 dizisinin ikincil yapisi.

Pre-miRNA’larin ikincil yapilari belirlenirken miRNA-miRNA* dizileri arasinda en az 12
baz eslesmesi olanlar analiz edildi. Pre-miRNA uzunluklarinin 79 ile 149 nt arasinda
degistigi ve bu pre-miRNA dizilerinin ortalama 123 nt oldugu belirlendi. ikincil yapilar
olusturulurken MFE degerinin < -18 kcal mol™ olmasi1 gerektigi ile ilgili kural da goz
Onine alindi. Elde edilen pre-miRNA dizilerinde MFE degerlerinin -19,20 ile -47,40
arasinda degistigi ve ortalama degerin -28,73 kcal mol™ oldugu goriildii. Diger 6nemli bir
parametre olan MFEI degerlerinin ise 1,71 ile 4,31 arasinda 2,52 ortalama ile degistigi
belirlendi. Dizilerin % G + C oranlar incelendiginde bu oranin %40,91 ile %61,90
araliginda ve ortalamasinin da %53.15 oldugu bununla birlikte %A + C oranlarinin %38,1

ile %59,09 degistigi ve ortalamasmin da %46,84 oldugu goruldi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. SUs bitkilerinde yeni tanimlanan pre-miRNA’larin 6zellikleri
MiRNA
. . Y. 3 EST
MiRNA EST dizisi Referans dizi Dizi ] MFE nt AMFE | %GC | %AT | MFEI
pozisyonu
sayisl
m‘i’gi"% DC241724.1 | aof-miR168b | AAGAAGACCTGCACCAAGCCT | 300...320 | -19.20 21 91,43 | 5238 | 4762 | 175
m?lgi-GQ HO847379.1 | csi-miR169m-5p | CTCGATGGTCATCCTTGGCTG | 74..94 | -2050 | 21 | 97,62 | 57,14 | 42,86 | 1,71
miyl'\]:ll-69 DT600568.1 | ppe-miR169f | GCTGACAAGTCATCCTTGGCTG | 165...186 | -26,10 22 | 11864 | 5455 | 4545 | 218
mioRsi_eg HO058895.1 | gma-miR169c | AAGCCAAGGATGAGGGGTCCC | 472...492 | -29,90 21 | 142,38 | 61,90 | 38,10 | 2,30
micll?nl-69 EH710459.1 | o0sa-miR169h | TAGCCAAGGATGACTTGCCTG | 95...115 | -47,40 21 | 22571 | 5238 | 4762 | 431
miCFCQi-GQ GE603300.1 | gma-miR1691-3p | GATCCTAGTTGTTTTTGGCTAC | 380...401 | -21,20 22 96,36 | 4091 | 59,00 | 2,36
mﬁ’%’ég FNO035104.1 | mtr-miR399s-5p | GATGAAGTTCTCCATTGGCACC | 116...137 | -32,90 22 | 14955 | 50,00 | 50,00 | 2,99
miaROZfS-BO CV288534.1 | 0sa-miR2930 | CTCTCTTCTCTCGCTCTCCTCT | 5..26 | -22.10 22 | 10045 | 5455 | 4545 | 184
miFgE(I)-gsz EX932357.1 | mdm-miR10982a | GGGGTGGAAGCTTACGAGAATC | 50...71 | -39,30 22 | 17864 | 5455 | 4545 | 3,28

*Referans dizileri ile yapilan karsilagtirma sonucunda yeni tanimlanan miRNA dizisindeki yanlis eslesmeler kirmizi renk ile gosterilmistir.




47

4.3. Filogenetik Analizler

Siis bitkilerinde tanimlanan miRNA ailelerine (miR168, miR169, miR399, miR2930 ve
miR10982) ait referans dizileri miRBase veri tabanindan elde edildi. Bu diziler ile bu tez
caligmasinda tanimlanan miRNA dizileri arasindaki evrimsel iliski hizalama ve filogenetik

agac analizleri ile incelendi.

4.3.1. miRNA168 ailesine 6zgu dizilerin analizi

Petunia hybrida bitkisinde tanimlanan phy-miR168 dizisi ile birlikte 26 referans
miRNA168 dizisinin hizamala analizi yapildi. Bu diziler sirasiyla; Acacia auriculiformis
(aau-miR168), Aquilegia caerulea (agc-miR168), Oryza sativa (0sa-miR168b), Vriesea
carinata (vca-miR168b-5p), Manihot esculenta (mes-miR168a), Glycine max (gma-
miR168a), Medicago truncatula (mtr-miR168c-5p), Vigna unguiculata (vun-miR168),
Linum usitatissimum (lus-miR168a), Theobroma cacao (tcc-miR168), Malus domestica
(mdm-miR168b), Prunus persica (ppe-miR168), Citrus clementina (ccl-miR168), Citrus
reticulata (crt-miR168), Citrus sinensis (csi-miR168-5p), Populus trichocarpa (ptc-
miR168a-5p), Nicotiana tabacum (nta-miR168d), Vitis vinifera (vvi-miR168),
Brachypodium distachyon (bdi-miR168-5p), Sorghum bicolor (sbi-miR168), Saccharum
sp. (ssp-miR168a), Zea mays (zma-miR168a-5p), Lotus japonicus (lja-miR11168-5p),
Petunia hybrida (phy-miR168), Hordeum vulgare (hvu-miR168-3p), Fragaria vesca (fve-
miR168-3p) ve Solanum lycopersicum (sly-miR168a-3p) olarak siralanabilir. Okotiledon
ve monokotiledonlarda bulunan farkli ailelere 6zgii miR168 dizileri ile phy-miR168

dizisinin yuksek oranda benzerlik gosterdigi goruldi (Sekil 4.10).
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AUUCAGUUGAUGCAAGGCGGGAUC—-=--
——HGEECUTAGUGCAGCUCGEEEA———-
—--AGGCUUGGUGCAGCUCGGGAA-—-—--
==UCGCUUGEUGCAGGUCGEGRAA —=——
--UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA----
~=HEGCUUGEUBCAGGUCEEGRAR————
—-UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA———~
—--UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA———~
==UCGECUUGGUGCAGGUCGGGAA————
—--UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA-—---
=-UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA———~
ppre-miR168 —--UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA-—---
ccl-miR168 ~= UG GEUECAGELICEEGRAA————

aau-miR168 1L
il
L
1
il
1
il
1L
il
1
1
1
i
crt-miR168 1 --UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA----
il
i
i
1
l
1
il
i
i
i
1
1
i

agqc-miR168
osa-miR168b
vca-miR168b-5p
mes-miR168a
gma-miR168a
mtr-miR168c-5p
vun-miR168
lus-miR168a
tcc-miR168
mdm-miR168b

csl-MmiR168-5p —=UCGCUUGGUGCAGGUCGEGAA————
pte—miR1le8ec—3p —=UCGECUUGEUGCAGGUCGGGAR———~
nta-miR168d —--UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA-—-—--
vvi-miR168 ==UCGCUUGEUGCAGGUCGEGRAA—=—~
bdi-miR168-5p —--UCGCUUGGUGCAGAUCGGGAC-=-=--
sbi-miR168 ~=UEGCUUGEUGCAGAUCEEGRC———~
ssp-miR168a —--UCGCUUGGUGCAGAUCGGGAC-=---
zma-miR168a-5p —--UCGCUUGGUGCAGAUCGGGAC-=--
1ja-miR11168-5p --—-GAACCGUGGCAAUAGAUGACCUCU
phy-miR168 -AAGAAGACCUGCACCAAGCCU-=-=—--
hvu-miR168-3p GAUCCCGCCUUGCACCAAGUGAAU-—-
fve-miR168-3p —--CCCGCCUUGCAUCAACUGAAU---
sly-miR168a-3p —==LCCUGCCUUGCAUCARACTUGAAU——~

Sekil 4.10. miR168 ailesine 6zgii dizilerin hizalama sonucu.

Toplamda 27 farkli bitkiden elde edilen 576 nt dizisi analiz edilerek filogenetik agag¢ ¢izildi
ve bu dizilerin filogenetik analizleri sonucunda 6 ayr1 gruba ayrildiklar1 goriildii. Ik grupta
Solanum lycopersicum ve Fragaria vesca bitkilerine ait diziler bulunurken ikinci grupta

Lotus japonicus bitkisine ait dizilerinin bulundugu belirlendi.
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Ucgiincii grupta Hordeum vulgare, ddrdiindii grupta Acacia auriculiformis ve besinci grupta
bu ¢aligmada tanimlanan Petunia hybrida (phy-miR168) dizilerinin yer aldig1 gozlendi.
Altinc1 grupta ise analizi gerceklestirilen diger dizilerin bulundugu belirlendi (Sekil 4.11).

‘Bootstrap’ yiizdeleri, dallanma noktalarinda gosterilmistir.
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Sekil 4.11. miR168 ailesine 6zgii dizilerin filogenetik analiz sonuglart.
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4.3.2. mMiRNAL169 ailesine 6zgu dizilerin analizi

Castanea sativa (csa-miR169), Yucca filamentosa (yfi-miR169), Opuntia streptacantha
(ost-miR169), Cichorium intybus (cin-miR169) ve Cynara cardunculus (cca-miR169)
bitkilerinde tanimlanan miR169 dizileri ile birlikte 21 referans miRNAL169 dizisinin

hizalama analizi gergeklestirilerek diziler arasindaki benzerlik incelendi.

Bu diziler sirasiyla Malus domestica (mdm-miR169f), Cynara cardunculus (cca-
miR169), Glycine max (gma-miR169I-3p), Opuntia streptacantha (ost-miR169),
Theobroma cacao (tcc-miR169n), Vitis vinifera (vvi-miR169r), Nicotiana tabacum (nta-
miR169c), Citrus sinensis (csi-miR169m-5p), Medicago truncatula (mtr-miR169I-5p),
Gossypium hirsutum (ghr-miR169b), Linum usitatissimum (lus-miR169d), Hordeum
vulgare (hvu-miR169), Populus trichocarpa (ptc-miR1690), Brassica napus (bna-
miR169c), Sorghum bicolor (sbi-miR169n), Solanum lycopersicum (sly-miR169e-5p),
Brachypodium distachyon (bdi-miR169h-5p), Cichorium intybus (cin-miR169), Aquilegia
caerulea (agc-miR169b), Fragaria vesca (fve-miR169b), Prunus persica (ppe-miR169f),
Solanum tuberosum (stu-miR169e-5p), Asparagus officinalis (aof-miR169c), Oryza sativa
(osa-miR169m), Castanea sativa (csa-miR169) ve Yucca filamentosa (yfi-miR169)
olarak siralanabilir. Tanimlanan miRNA dizilerinin referans diziler ile yiiksek oranda
benzerlik gosterdigi belirlendi (Sekil 4.12).
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mdm-miR169f 1 UGAAGAGAAGAGCGUUGUUUGG------

cca-miR169 1 —————- GAUCCUAGUUGUUUUUGGCUAC
gma-miR1691-3p 1 —————— CGGGCAAGUUGUUUUUGGCUAC
ost-miR169 1 —————- AAGCCAAGGAUGAGGGGUCCC-
tcc-miR169n 1 =————- UGAGUCAAGAAUGACUUGCCG--
vvi-miR169r  RE— UGAGUCAAGGAUGACUUGCCG--
nta-miR169c 1 —————— CAGCCAAGGAUGACUUGCCGA~-
csi-miR169m-5p 1 —————- CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG-
mtr-miR1691-5p 1 —————— CAGCCAAGGAUGACUUGCCEG-
ghr-miR169b j R —— CAGCCAAGGAUGAUUUGCCGG-
lus-miR169d 1 ————— UAGCCAAGGAUGACUUGCCCA-
hvu-miR169 R — AAGCCAAGGAUGAGUUGCCUG-
ptc-miR1690 AAGCCAAGGAUGACUUGCCUG-
bna-miR169c 1 —————— UAGCCAAGGAUGACUUGCCUA-
sbi-miR169n [ UAGCCAAGGAUGACUUGCCUA-
sly-miR169e-5p 1 —————— UAGCCAAGGAUGACUUGCCUUU
bdi-miR169h-5p R UAGCCAAGGAUGACUUGCCUA-
cin-miR169 1 —————- UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG-
agqc-miR169b  REE— UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG-
fve-miR169b 1 —————- UAGCCAAGGAUGACUUGCCU--
ppe-miR169f  JEE— UAGCCAAGGAUGACUUGCCUGC
stu-miR169e-5p 1 —————- UAGCCAAGGAUGACUUGCCU--
aof-miR169¢ 1~ UAGCCAAGGAUGACUUGCCU--
osa-miR169m 1 —————— UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG-
csa-miR169 1 —————- CUCGAUGGUCAUCCUUGGCUG-
yfi-miR169 1 ————- GCUGACAAGUCAUCCUUGGCUG-

Sekil 4.12. miR169 ailesine 6zgii dizilerin hizalama sonucu.

Bu tez calismasinda 5 farkli siis bitkisinde tanimlanan miRNA169 dizileri ile birlikte 21
referans miRNA dizisinden elde edilen 549 nt dizisi analiz edilerek filogenetik aga¢ ¢izildi.
Bu agacta, dizilerin 15 farkli grup olusturdugu goriildii (Sekil 4.13). Tanimlanan 5 farkl
miRNA169 dizisinden Cichorium intybus (cin-miR169) ve Opuntia streptacantha (ost-
mMiR169) bitkilerine ait dizilerin ayr1 gruplarda bulundugu belirlendi.
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Bununla birlikte Cynara cardunculus (cca-miR169), Castanea sativa (csa-miR169) ve

Yucca filamentosa (yfi-miR169) bitkilerinin ayni grupta yer aldigi, Castanea sativa (csa-
MiR169) dizisinin ise bu iki diziden Once evrimlesmis olabilecegi goriildii. ‘Bootstrap’

ylizdeleri, dallanma noktalarinda gdsterilmistir.
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Sekil 4.13. miR169 ailesine 6zgii dizilerin filogenetik analiz sonuglari.
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4.3.3. miIRNA399 ailesine 6zgu dizilerin analizi

Petunia hybrida bitkisinde tanimlanan diger bir miRNA dizisi olan phy-miR399 dizisi ile
birlikte 29 referans miRNA399 dizisinin hizalama analizi gergeklestirildi. Bu diziler
sirastyla; Ricinus communis (rco-miR399f), Vitis vinifera (vvi-miR399d), Brassica napus
(bna-miR399a), Manihot esculenta (mes-miR399d), Populus trichocarpa (ptc-miR399b),
Salvia sclarea (sslI-miR399), Arabidopsis lyrata (aly-miR399g-3p), Hordeum vulgare
(hvu-miR399), Nicotiana tabacum (nta-miR399b), Prunus persica (ppe-miR399h),
Aquilegia caerulea (agc-miR399), Solanum lycopersicum (sly-miR399), Theobroma cacao
(tcc-miR399a), Cucumis melo (cme-miR399d), Cynara cardunculus (cca-miR39),
Gossypium hirsutum (ghr-miR399d), Arabidopsis thaliana (ath-miR399b), Vigna
unguiculata (vun-miR399a), Fragaria vesca (fve-miR399a), Oryza sativa (0sa-miR399d),
Malus domestica (mdm-miR399c), Brachypodium distachyon (bdi-miR399c), Sorghum
bicolor (sbi-miR399a), Glycine max (gma-miR399m), Solanum tuberosum (stu-miR399h),
Camelina sativa (cas-miR399b), Medicago truncatula (mtr-miR399s-5p), Citrus sinensis
(csi-miR399c-5p), Petunia hybrida (phy-miR399) ve Asparagus officinalis (aof-
miR399b) olarak siralanabilir. Tanimlanan dizinin referans diziler ile yuksek oranda
benzerlik gosterdigi belirlendi (Sekil 4.14).



rco-miR399f
vvi-miR399d
bna-miR399a
mes-miR399d
ptc-miR399b
ss1-miR399

aly-miR399g-3p

hvu-miR399

nta-miR399b
ppe-miR399h
age-miR399

sly-miR399

tee-miR399a
cme-miR399d
cca-miR399

ghr-miR399d
ath-miR399b
vun-miR399a
fve-miR399a
0osa-miR399d
mdm-miR399c
bdi-miR399c¢
sbi-miR399a
gma-miR399m
stu-miR399h
cas-miR399b

mtr-miR399s-5p
cel=miR3 99e~3p

phy-miR399
aof-miR399b
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—UGCCAAAGGAGAUUUGCUCAC
-UGCCAAAGGAGAUUUGCUCGU
—UGCCAAAGGAGAUUUGCCCGG
—UGCCAAAGGAGAUUUGCCCGG
—UGCCAAAGGAGAUUUGCCCGG
—UGCCAAAGGAGAAUUGCCCGG
—UGCCAAAGGAGAUUUGCCCCG
—UGCCAAAGGAGAUUUGCCCCG
—-CGCCAAAGGAGAGCUGCCCUG
-UGCCAAAGAAGAGUUGCCCUA
—UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUA
—UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUA
—CGCCAAAGGAGAGUUGCCCUG
—UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUU
—UGCCAAAGGAGAUUUGCCCUG
—UGCCAAAGGAGAUUUGCCCUG
—UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUG
—UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUG
—UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUG
—UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUG
—UGCCAAAGGAGAAUUGCCCUG
—UGCCAAAGGAGAAUUGCCCUG
—UGCCAAAGGAGAAUUGCCCUG
=GGGECUCCUCUCUCCUGGCAUG
-GGGCUACUCUCUAUUGGCAUG
GGGCAAGAUCACCAUUGGCAGA
GGGUGAGUUCUCCAUUGGCAGG
—GUGCAGUCCUCCUUUGGCGUG
GAUGAAGUUCUCCAUUGGCACC
—-GUGCAACUCUCCUUUGGCACC

Sekil 4.14. miR399 ailesine 6zgii dizilerin hizalama sonucu.
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Petunia hybrida (phy-miR399) ile birlikte 30 farkli bitkiden elde edilen 633 nt dizisi
analiz edilerek filogenetik agac ¢izildi ve bu dizilerin filogenetik analizleri sonucunda 17
ayr1 gruba ayrildiklar goriildii. Petunya bitkisinin Medicago truncatula bitkisi ile kardes
taksonda bulundugu belirlendi. Bununla birlikta aym1 grupta Camelina sativa, Asparagus
officinalis, Citrus sinensis, Solanum tuberosum ve Glycine max bitkilerinin de yer aldig:

gozlendi. ‘Bootstrap’ yiizdeleri, dallanma noktalarinda gosterilmistir.
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Sekil 4.15. miR399 ailesine 6zgii dizilerin filogenetik analiz sonuglari.
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4.3.4. miRNA2930 ailesine 6zgu dizilerin analizi

Veri tabaninda miR2930 dizisine 6zgii tek dizi Oryza sativa (0sa-miR2930) bitkisine ait
oldugu i¢in bu dizi ile tanimlanan Asparagus officinalis (aof-miR2930) dizisinin hizalama
analizi gerceklestirildi (Sekil 4.16). Hizalama sonucunda her iki dizi arasinda benzerlik

oldugu belirlendi. Sadece iki dizi bulundugu i¢in filogenetik agac ¢izilmedi.

aof-miR2930 1 COCUCHUCUCUCGCUCUCCUCH
o0sa-miR2930 1 UUCUCUUCUCUCGCGCGUGGCC

Sekil 4.16. miR2930 ailesine 6zgii dizilerin hizalama sonucu.
4.3.5. mMiRNA10982 ailesine 6zgu dizilerin analizi

Ginkgo biloba (ghi-miR10982) ile birlikte Malus domestica bitkisinde bulunan miR10982
dizi ¢esitleri hizalanarak diziler arasindaki benzerlik belirlendi. miRBase veri tabaninda
farkli numaralar ile kayit yapilan bir¢ok verinin ayni1 ya da benzer diziye sahip oldugu
bilinmektedir. Sekil 4.17°de de gosterildigi gibi bu bitkide tanimlanan ve 10982a, 10982b,
10982¢ ve 10982d olarak ayr1 numaralandirilan dizilerin ayni oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle dort farkli dizi gibi goriilse de bu dizilerin ayni olmast nedeniyle bu dort dizi tek

bir dizi gibi analiz edildi ve filogenetik agag ¢izilmedi.

gbi-miR10982

mdm-miR10982c
mdm-miR10982a
mdm-miR10982b
mdm-miR10982d

GGGGUGGAAGCUUACGAGAAUC
CGGAAUGAAGCUUACGAGAAUG
CGGAAUGAAGCUUACGAGAAUG
CGGAAUGAAGCUUACGAGAAUG
CGGAAUGAAGCUUACGAGAAUG

A e e

Sekil 4.17. miR10982 ailesine 6zgii dizilerin hizalama sonucu.
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4.3.6. Tamimlanan miRNA ailelerinin analizi

Petunia hybrida (phy-miR168), Castanea sativa (csa-miR169), Yucca filamentosa (yfi-
miR169), Opuntia streptacantha (ost-miR169), Cichorium intybus (cin-miR169), Cynara
cardunculus (cca-miR169), Petunia hybrida (phy-miR399), Asparagus officinalis (aof-
miR2930) ve Ginkgo biloba (gbhi-miR10982) bitkilerinde tanimlanan farkli miRNA
ailelerine 6zgii diziler ile bu miRNA ailelerinin farkli bitki tiirlerinde bulunan homolog
referans dizileri arasinda hizalama yapildi. Analizler sonucunda her bir miRNA ailesinin
diger bitkilerdeki referans dizileri ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlendi (Sekil
4.18, Sekil 4.19).



gma-miR399m
stu-miR399%h
cas-miR399%b
mtr-miR399s-5p
csi~miR39%¢c-5p
phy-miR399
aof-miR399%b
aof-miR2930
0sa-miR2930
csa-miR169
yfi-miR169
cca-miR169
gma-miR1691-3p
hvu-miR168-3p
fve-miR168-3p
sly-miR168a-3p
mdm-miR169f
1ja-miR11168-5p
ost-miR169
tcc-miR169n
vvi-miR169r
nta-miR169c
gsi~miR169m—5p
mtr-miR1691-5p
ghr-miR169b
lus-miR169d
hvu-miR169
ptc-miR1690
bna-miR169c
sbi-miR169n
sly-miR169e-5p
bdi-miR169h-5p
cin-miR169
agc-miR169b
fve-miR169b
ppe-miR169f
stu-miR169e-5p
aof-miR169c
osa-miR169m
phy-miR168
rco-miR399f
vvi-miR399d
bna-miR399%a
mes-miR399d
ptc-miR399%b
ss1-miR399
aly-miR399g-3p
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l e GGGCUCCUCUCUCCUGGCAUG———————
1, s GGGCUACUCUCUAUUGGCAUG———————
1 == GGGCAAGAUCACCAUUGGCAGA-—————-
1l ————— GGGUGAGUUCUCCAUUGGCAGG———————
1 == GUGCAGUCCUCCUUUGGCGUG——=———~
l, e GAUGAAGUUCUCCAUUGGCACC———————
l ——mm—med GUGCAACUCUCCUUUGGCACC——————=—
l ——m CUCHUCUUCHCUCCCUCUCCUCY——
1. = UUCUCUUCUCUCGCGCGUGGCC——
1 = CUCGAUGGUCAUCCUUGGCUG—=======
1l == GCUGACAAGUCAUCCUUGGCUG————————
1 s GAUCCUAGUUGUUUUUGGCUAC—==————
1 == CGGGCAAGUUGUUUUUGGCUAC-—=———-—
1l s GAUCCCGCCUUGCACCAAGUGAAU
l =i CCCGCCUUGCAUCAACUGAAU
] =esemeeeseens CCUGCCUUGCAUCAACUGAAU
1 =~ UGAAGAGAAGAGCGUUGUUUGG———————
1 GAACCGUGGCAAUAGAUGACCUCU-——=—=—==————
1 e AAGCCAAGGAUGAGGGGUCCC————————
1 ===== UGAGUCAAGAAUGACUUGCCG—————————
1l ———— UGAGUCAAGGAUGACUUGCCG—========
1 e CAGCCAAGGAUGACUUGCCGA-———————
S e CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG—=——————
1l =m——me—e CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG——=—————
1l e CAGCCAAGGAUGAUUUGCCGG————=—==
1 === UAGCCAAGGAUGACUUGCCCA-——=—————
1 == AAGCCAAGGAUGAGUUGCCUG=—=——===
1, —————ey AAGCCAAGGAUGACUUGCCUG—————===—
1 = UAGCCAAGGAUGACUUGCCUA-—-—=—————
1 e UAGCCAAGGAUGACUUGCCUA-———————
l ey UAGCCAAGGAUGACUUGCCUUU-——————
1 = UAGCCAAGGAUGACUUGCCUA-———————
], s UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG—=—=—————
1 ==m——m UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG————————
1, JAGCCARGCGAUGACUNGCCU~————————
1l e UAGCCAAGGAUGACUUGCCUGC—==————
1 ==m=es UAGCCAAGGAUGACUUGCCU=—======~
L~ UAGCCAAGGAUGACUUGCCU—————————
i UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG————————
L ey AAGAAGACCUGCACCAAGCCU--
1 =mmmaes UGCCAAAGGAGAUUUGCUCAC——————-
1l e UGCCAAAGGAGAUUUGCUCGU ———————
1 = UGCCAAAGGAGAUUUGCCCGG——————-
1 e UGCCARAGGAGAUUUGCCLCEG——=====
1l e UGCCAAAGGAGAUUUGCCCGG——————~
L e UGCCAAAGGAGAAUUGCCCGG—==————
1 sesmmmse UGCCAAAGGAGAUUUGCCCCG———————

Sekil 4.18. Tiim miRNA ailelerinin hizalama sonucu 1.



hvu-miR399
nta-miR399%b
ppe-miR39%h
agqc-miR399
sly-miR399
tcc-miR399%a
cme-miR399d
cca-miR399
ghr-miR399d
ath-miR399b
vun-miR399%a
fve-miR399%a
osa-miR399d
mdm-miR399c
bdi-miR399c
sbi-miR399%a
gbi-miR10982
mdm-miR10982a
aau-miR168
agc-miR168
osa-miR168b
vca-miR168b-5p
mes-miR168a
gma-miR168a
mtr-miR168¢c—5p
vun-miR168
lus-miR168a
tcc-miR168
mdm-miR168b
ppe-miR168
ccl-miR168
crt-miR168
csi-miR168-5p
ptc-miR168a—-5p
nta-miR168d
vvi-miR168
bdi-miR168-5p
sbi-miR168
ssp-miR168a
zma-miR168a-5p

Sekil 4.19. Tiim miRNA ailelerinin hizalama sonucu 2.
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Calismada, 8 farkli siis bitkisinde tanimlanan 5 farkli miRNA ailesine (toplamda 9
miRNA) ve miRBase veri tabanindan alinan 78 referans diziye ait toplamda 1,846 nt dizisi
analiz edilerek filogenetik aga¢ cizildi. Bu agacta, dizilerin 3 farkli grup olusturdugu
goriildi (Sekil 4.20). Her bir miRNA dizisinin diger bitkilerde bulunan homolog diziler ile
ayni dalda oldugu goruldi. Bununla birlikte yfi-miR169, phy-miR168 ve gbi-miR10982
dizilerinin ayni dalda oldugu belirlendi. Ayrica csa-miR169 ve phy-miR399 dizilerinin de

ayn1 grupta oldugu belirlendi. ‘Bootstrap’ yiizdeleri, dallanma noktalarinda gdsterilmistir.

- Q
v on ™M N
P O e 'E = 5 ~
% %% O FEEESA LS P
¢ S Yo AT FFT IO o
% %, %%, 2% HEESE LTSS 8
®, 2 QD im0 B
N 'P/@fo%‘.é? TES S F F
Pal BB 8e Y, 3 T SL o
: /} 0\1)) /,? P P L = B 2 % > & ,\\\ )
4 ~ ALY \/% % Ly B T XD O
Y. % i, :P/ @d’ = S S
8/ l)”"?/ 8, %, 7 2 & i \&ﬁ\
iy, 552093 ; S
Vo, . {6g, % M 90
Dby, g, %oz P Yo Nt 3
Ptipl05.5° N A e a9
'~ X é o]
- Mmip RI6‘ 8'0 ) & 22990
gbl~ 0 1098 % A
mIRlo 2(7 T\t »\’q()\w
VVi-mi 9 82 K ath-1
“mIR 15 A ‘{3()9'1\
Nta-mjiR o " 6 ot
"MiR1684 8 2 4 fve-miR399a
ptc-miR168a-5p B osa-miR399d
csi-miR168-5p g - csi-miR169m-5p
5 .
crt-miR 168 © m mlr—nuRI()QI-jp
R168 8\ ’"a-miR
ccl-miR o 169¢
3 6% ENS 5 gh Royeay
ppe—ﬂ\;&\e&b / * 0 o®S " OsItIan]69b
AR eR ~ ple., IR
AP w1 Ples 1
0 ‘Cv‘(\\.?\\b%a% el & B /]VU‘IZ]{R 69, 69
AT A0 Dp, Ry
\\f» \& Q 5 5 6
@ * Sy R
QW \b% \OC,‘b . (:?9& 1)71 4) /69
& &\\ \%‘b v ™ l0 Ibl.@ /69
$ S X W
S 050'6 N ~ " 2 oF 5 % ’%‘90" “%
& O &F ; & < A Z,
F LR s\ 5% %, 9,4 0 ‘09
WF P SF LS i | o &%y 2 X, %
T ITEEEsS 2528.% % B¢
S N - i
S TR SRR R A A
A g\\ § S e 3; & B V‘ﬁ = Yo \2
§ TS $FAEEER 2238 %,
TS S LS ERE 6"
§5§8 2 %8
W f @ © I
<) @ g2
(5] & £
=9

Sekil 4.20. Tiim miRNA ailelerinin filogenetik analiz sonuglari.
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4.4. miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi

Sus bitkilerinde miRNA dizilerinin tanimlanmasi, ikincil yapilarin olusturulmasi, miRNA
dizileri arasinda evrimsel iligkilerin hizalama ve filogenetik agag ¢izilerek incelenmesinden
sonra hedef genlerin belirlenmesi asamasina gecildi. Bu amagla, tanimlanan miR168,
mMiR169, MmiR399, miR2930 ve miR10982 dizilerinin tanimlandiklar1 siis bitkilerindeki
hedef genleri bulundu. Hedef genlerin bulunmasindan sonra GO analizleri ile hedef
genlerin hangi siiregler ile iliskili oldugu belirlendi. Ayrica, KEGG analizleri ile de

genlerin hangi metabolik yolaklarda rol oynadiklar belirlendi.

4.4.1. miR168 hedef genlerinin GO ve KEGG analizleri

Petunia hybrida bitksinde tanimlanan phy-miR168 dizisinin hedeflerinin belirlenmesi igin
yapilan analizlerde bu dizinin, 2 hedef geninin oldugu belirlendi. Bu miRNA dizisinin
birden fazla mRNA hedefinin olmasi farkli metabolik yolaklarda rol oynayan farkli

genlerin diizenlenmesinde rol oynadigini gostermektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. miR168 dizilerinin hedef genleri

mMiRNA Islevi Aksesyon RNA-hybrid sonucu
numarasi
Petunia x LC133272.1
hybrida target 5' A C AAAGAG AUUUG G 3'
CUL1-B AGGCU UG GC AGGUCUUCU
UCCGA AC CG UCCAGAAGA
m(illl\llfn\ 20[' miRNA 3" CA A 5"
phy-
MIR168 —petiniax  MG720071.1
hybrida target 5' A GUCAACCAACG A A G 3!
asparaginyl AGGUU UG UGCGG UcCUUCU
. UCCGA AC ACGUC AGAAGA
en(ior?_leRpli:iase miRNA 3! C C A 5!

Hedef genlerin GO analizlerinde miRNA hedef genlerinin; biyolojik sirec¢, hucresel
bilesen ve molekiiler fonksiyon olmak iizere 3 kategoriye ayrildig: belirlendi (E degeri <
0). Biyolojik strecler igerisinde primer metabolik strecler (%20), nitrojen ile ilgili
metabolik strecler (%20), organik madde ile ilgili metabolik strecler (%20), hicresel

metabolik siiregler (%20) ve katabolik siireclerin (%20) yer aldig1 goriildii.
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Hedef genlerin hiicresel bilesenler ile ilgili fonksiyonlar1 incelendiginde ise bu genlerin
katalitik kompleks (%20), organel (%Z20), sitoplazma (%20), hicre ici protein igeren
kompleks (%20) ve hiicre i¢i anatomik yap1 (%20) ile ilgili yapilarda rol oynadiklar
belirlendi. Bu genlerin molekiiler fonksiyon ile ilgili olan protein baglama (%20), hidrolaz
aktivitesi (%20), protein Gzerindeki katalitik aktivite (%40) ve transferaz aktivitesi (%20)
olmak tizere 5 farkli simifa ayrildigi da goézlendi (Sekil 4.21). GO analizlerinden sonraki
asama olan KEGG analizleri gerceklestirildi ama hedef genlerin herhangi bir biyolojik
yolak ile iliskili olmadig1 gortildii.

BiYOLOJIK SUREC HUCRESEL BiLESEN

: e Katalitik Kompleks
Primer Metabolik Siiregler I

O o Do e ) B Organel
m Nitrojen ile Ilgili Metabolik -
Stiregler L. Sitoplazma
Organik Madde ile Ilgili
Metabolik Stiregler ® Hiicre i¢i Protein Igeren
® Hiicresel Metabolik Kompleks
Siirecler Hiicre i¢i Anatomik Yapi1
Katabolik Siire¢ler

MOLEKULER FONKSIYON

Protein Baglama
m Hidrolaz Aktivitesi
Protein Uzerindeki

Katalitik Aktivite
® Transferaz Aktivitesi

Sekil 4.21. miR168 dizisinin hedef genlerinin GO analizleri.
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4.4.2. miR169 hedef genlerinin GO ve KEGG analizleri

Castanea sativa (csa-miR169), Yucca filamentosa (yfi-miR169), Opuntia streptacantha
(ost-miR169), Cichorium intybus (cin-miR169) ve Cynara cardunculus (cca-miR169)
bitkilerinde tanimlanan dizilerin, farkli fonksiyonlart olan 17 hedef genin duizenlenmesinde
rol oynadiklari belirlendi (Cizelge 4.4). miR168 dizisinde oldugu gibi miR169 dizilerinde
de bir miRNA dizisinin birden fazla mRNA dizisinin diizenlenmesi ile iliskili oldugu

goralda.

Cizelge 4.4. miR169 dizilerinin hedef genleri.

miRNA Islevi Aksesyon RNA-hybrid sonucu
numarasi
Castanea sativa  EF694005. target 5' A oo G G 3’
GGCUGAGGGUG GCU AUUGAG
psel’l('lagcl),ﬂra?(s)rl?%nse 1 UCGGUUCCUAC UGG UAGCUC
miRNA 3' G 5"
?;1'69 (PRR5) mRNA
mi Castanea sativa MF476163. target 5' U U CA u 3’
CAGC CAAGG GUGGCCAUUGA
argonaute4 1 GUCG GUUCC UACUGGUAGCU
MRNA miRNA 3 Cc 5"
Yucca KM397907 target 5' G G A AGAA G 3"
- CAGUU AAG GAUGG UUGUUAGU
fllar_nentose} 1 GUCGG UUC CUACU AACAGUCG
tetratrlcopgptlde MiRNA 3 G 5
repeat-like
superfamily
protein
Yucca KM400186 target 5' G AGUAACUGAACACG GUCAUGG U A 3
5 CGGCCA AGGA GAUUUGUC GC
fllamentosa 1 GUCGGU UCCuU CUGAACAG CG
AT1G65230- miRNA 3 A u 5
like protein
Yucca KM823863 target 5' A CAGUAAGCGAU GGC UGACAUGUUUG G
- GGCUA GGGA UGACUU GUUAGC
fllamentqsa 1 UCGGU UCCU  ACUGAA CAGUCG
rhombpld miRNA 3' G
protein
Yucsm811
yfi- Yucca KM399261 target 5' U UGAUUU C CUUUCUCAGAA C U 3"
miR169 - CAGCCA GGAUG AUUU G CAGC
fllamer)tosa 1 GUCGGU CCUAC UGAA C GUCG
EMN—Ilnked miRNA 3 U A 5
oxidoreductases
superfamily
protein
Yucca KM397637 target 5' A ACUCAACU CAUC U A 3"
- CAGU CAAGGA UG ACUUG CAGC
fllamgnFosa 1 GUCG GUUCCU AC UGAAC GUCG
mini miRNA 3" A 5°
chromosome
maintenance 5
protein
Yucca KM39746 target 5' C cc GCGCAGCUCAAG AU C G 3
- CAGCU GAGGA GACUUG UUA GC
filamentosa 5.1 GUCGG UUCCuU CUGAAC AGU CG
structural MiRNA 3" 2 5

chromosomes
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(devam) Cizelge 4.4. miR169 dizilerinin hedef genleri.

miRNA Islevi Aksesyon RNA-hybrid sonucu
numarasi
Yucca fllamentosa KM399102.1 target 5' U A U GAGGCGCCGC A 3"
GG CCA GG UGAU UGUCAGC
RNA polymerase Il UC GGU CC ACUG ACAGUCG
miRNA 3' G U U A 5'
yfi- .
miR169 Yucca fllamentosa KM399316.1 target 5' A AUUACAA A G 3!
h d t UAGUCAAGGAU ACUUG UCAG
carbohydrate- GUCGGUUCCUA UGAAC AGUC
binding-like fold miRNA 3" c G5
protein
Opuntia dillenii KY534479.1 target 5' U A G A 3
GGGAUUCC U AUCCUUGGCU
ATlGSOOQO- galactose CCCUGGGG A UAGGAACCGA
oxidase/kelch repeat MiRNA 3’ G A5
superfamily protein
ost-
miR169 Opuntia dillenii KY531992.1 target 5' C G AACAUGGAGGUAU U G 3"
AT1G18270 - ketose- GGGA CCCUUA UCC UUGGUU
. CCCU GGGAGU AGG AACCGA
bisphosphate aldolase MiRNA 3 G A5
class-11 family protein
Cichorium intybus AF498000.1 target 5' U A G UGGUGAAGAUG U3
GGGCGAG U GU CCUUGGCU
germacreneAsynthase UCCGUUC A UA GGAACCGA
miRNA 3' G G U5’
cin-
miR169 Cichorium intybus - KY540925.1 target 5' A AAA C AU A 3!
H s CAGG AAG CAUUCUUG GUUA
sphingolipid delta(_4)- GUCC  UUC GUAGGAAC CGAU
desaturase DES1-like MAiRNA 3 G A 5
Cynara cardunculus ~ XM_025110957  target 5' G G UUCUGAUGAUAAA G 3
var. SCO|meS 60S 1 GUGGU AAGGAUGACU GGGGU
. . CAUCG UUUUUGUUGA UCCUA
ribosomal protein L3- MAiRNA 3 G G 5
like
Cynara cardunculus ~ XM_025137042 target 5' U uu GGUCUAAGGUUGG G 3’
cca- var. scolymus CBL- 1 UGGCUGA — GCGAD AGGAUC
. . h . AUCGGUU UGUUG UCCUAG
miR169 Interacting protein MiRNA 3’ C uu A 51
kinase 23
Cynara cardunculus ~ XM_025110380 target 5' A uc A A 3!
var. SCO|meS E3 1 GGCCA GAA AGCUAGGAU
. .. UCGGU UUU UUGAUCCUA
ubiquitin-protein ligase MiRNA 3' CA U G G 5

UPL1-like

Belirlenen hedef genlerin GO analizleri (E degeri < 0), BLAST2GO programi kullanilarak

gergeklestirildi. Bu analizlerde elde edilen biyolojik siire¢ sinifinda hedef genlerin; primer

metabolik stregler (%13), organik madde ile ilgili metabolik siregler (%14), hicresel

metabolik surecler (%13), nitrojen ile ilgili metabolik strecler (%10), biyosentetik siirecler

(%5), hiicresel bilesen organizasyon ya da biyogenez (%5), oksidasyon-rediksiyon

surecleri (%4), katabolik strecler (%1), pigment ile ilgili metabolik suregler (%1), kiguk

molekdller ile ilgili metabolik suregler (%1), ATP ile ilgili metabolik suregler (%1),

diizenleme ile ilgili metabolik siirecler (%3), strese cevap (%1), kromozom ayrilmasi (%1),
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mayotik hilicre dongusu (%1), metabolik sireclerin yeniden dizenlenmesi (%3), hiicre
iletisimi (%3), hicre dongusu sureci (%3), gen sessizlesmesi (%3), sinyal iletimi (%3),
hiicre dongisu sireci (%3), uyarana karsi hiicresel cevap (%4), hiicresel sireglerin
dizenlenmesinde (%3) olmak iizere 23 farkli siiregte yer aldigi belirlendi. Hedef genlerin;
hicre i¢i anatomik yap1 (%23), organel (%23), sitoplazma (%15), zar (%11), sitozol (%2),
riboniikleoprotein kompleksi (%2), hiicre ylzeyi (%2), kohezin kompleksi (%2), MCM
kompleksi (%2), zarin i¢ bileseni (%11), nlkleer protein iceren kompleks (%4),
endomembram sistemi (%2), dis hiicre yiizeyi (%2) olmak izere 13 farkli hiicresel bilesen
ile ilgili oldugu goruldi. Molekiler fonksiyonlar analiz edildiginde ise hedef genlerin;
heterosiklik bilesik baglama (%16), organiksiklik bilesik baglama (%16), transferaz
aktivitesi (%7), iyon baglama (%10), kiicik molekil baglama (%7), ribozomun yapisal
bileseni (%1), DNA (lzerindeki katalitik aktivite (%1), karbonhidrat baglama (%9),
hidrolaz aktivitesi (%6), liyaz aktivitesi (%3), oksidorediiktaz aktivitesi (%4), RNA
uzerindeki katalitik aktivite (%3), protein lzerindeki katalitik aktivite (%4), transkripsiyon
koregulator aktivitesi (%1) ve protein baglama (%9) olmak iizere 15 farkli isleve sahip
oldugu gozlendi (Sekil 4.22).



Primer Metabolik Siirecler
nik Madde ile [lgili Metabolik Siirecler
scl Metabolik Siiregler

lik Stiregler
li Metabolik Siiregler

BiYOLOJiK S[’JREC ile Ilgili Metabolik Siireg

nleme ile llgili Metaboli
m Strese Cevap
m Kromozom Ayrilmasi
® Mayotik Hiicre Dongiisii
m Metabolik Siireglerin Yeniden Diizenlenmesi
Hiicre Iletigimi

Hiicre I¢i Anatomik Yapi
m Organel
Sitoplazma
W Zar
Riboniikleoprotein Kompleksi
Sitozol

HUCRESEL BiLESEN

Hiicre Yiizeyi

Kohezin Kompleksi

MCM Kompleksi

Zarim I¢ Bileseni

Niikleer Protein Igeren Kompleks
Endomembram Sistemi

® Dis Hiicre Yiizeyi

Heterosiklik Bilesik Baglama
m Organiksiklik Bilesik Bagl:
Iransferaz Aktivitesi
®m [yon Baglama
Kiigiik Molekiil Ba
Ribozomun Yapisal Bileseni
e e 2 DNA Uzerindeki Katalitik Aktivite
MOLEKULER FONKSIYON Karbonhidrat Bagl:
Hidrolaz Aktivitesi
Liyaz Aktivitesi
Oksidorediiktaz Aktivitesi
RNA Uzerindeki Katalitik Aktivite
® Protein Uzerindeki Katalitik Aktivite
® Transkripsiyon Koregiilator Aktivitesi
® Protein Baglama

Sekil 4.22. miR169 dizilerinin hedef genlerinin GO analizleri.
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GO analizlerinden sonra genler, biyolojik yolaklar1 belirlemek i¢cin KEGG veri tabaninda
BLASTX programi kullanilarak karsilastirildi. Elde edilen sonucglarda EC (Enzyme
Commission - Enzim Komisyonu) numaralar1 belirlendi. Bu enzimlerin; steroid
biyosentezi (Sekil 4.23), piirin metabolizmast (Sekil 4.24), tiyamin (vitamin B1)
metabolizmast (Sekil 4.25), terpenoid biyosentezi (Sekil 4.26), karotenoid biyosentezi
(Sekil 4.27), PI3BK-AKT sinyal yolagi (Sekil 4.28), sesquiterpenoid ve triterpenoid
biyosentezi (Sekil 4.29), relaxin sinyal yolagi (Sekil 4.30) ve termogenez (Sekil 4.31)

olmak {iizere 9 farkli yolakta rol oynadig: gorulda.
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4.4.3. miR399 hedef genlerinin GO ve KEGG analizleri

Siis bitkileri i¢inde miR 168 dizisinde oldugu gibi mir-399 dizisi de sadece Petunia hybrida
(phy-miR399) bitkisinde tanimlandi. Bununla birlikte her iki miRNA dizisinin ortak bir
hedefi de oldugu belirlendi (LC133272.1). miR399 dizisine 6zgu iki hedef gen, Cizelge
4.5°de gosterildi.

Cizelge 4.5. miR399 dizilerinin hedef genleri.

miRNA  Islevi Aksesyon RNA-hybrid sonucu
numarasi
Petuniax K|\/|055426.]_ target 5' G AAA CGCCAUUC CGG G 3'
h brida GGUGU AAUGG GGGGC UcGuc
czltivar CCACG  UUACC UCUUG  AGUAG
miRNA 3' G A 50
Fantasy Red
cytochrome
phy P450 77B1
e (cyp77B1)
miR399 MRNA
Petunia x LC133272.1 target 5' A A CCAUGAAAG  UAUC A 3!
hvbrida GUGCCAAUG AGA GCU UUAUC
C)LlJLl B CACGGUUAC UCU UGA AGUAG
r miRNA 3' C C 50
mRNA for
cullin 1

Hedef genlerin GO analizlerinde; genlerin; biyolojik streclerden primer metobolik surecler
(%17), katabolik surecler (%17), oksidasyon- rediiksiyon strecleri (%17), nitrojen ile ilgili
metobolik surecler (%17), organik ile ilgili metobolik siirecler (%17) ve hicresel
metobolik strecler (%17) ile iliskili oldugu goriildi. Hiiceresel bilesenler sinifinda ise
genlerin; hiicre ici anatomik yap1 (%20), zar (%20), hicre yizeyi (%20), katalik kompleks
(%20) ve hiicre ici kompleks (%20) yapilarinin olusmasinda rol oynadigi belirlendi. Ayrica
heterosiklik bilesik baglama (%14), organiksiklik bilesik baglama (%14), iyon baglama
(%14), protein baglama (%14), oksidorediktaz aktivitesi (%14), protein (zerindeki
katalitik aktivite (%14) ve transferaz aktivitesi (%14) olmak tizere 7 farkli molekiiler
fonksiyonda da gorev aldig1 gozlendi (Sekil 4.32). GO analizlerinden sonraki agama olan
KEGG analizleri gergeklestirildi ama hedef genlerin herhangi bir biyolojik yolak ile iligkili

olmadig gorildi.
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BiYOLOJIK SUREC | HUCRESEL BILESEN

Primer Metobolik Siiregler y . S
Hiicre I¢i Anatomik Yapi

m Katabolik Siiregler
Zar
Oksidasyon- Rediiksiyon
Siiregleri .
m Nitrojen ile flgili Metobolik ® Hiicre Yiizeyi
Siireg

Organik ile Ilgili Metobolik m Katalik Kompleks
Siiregler

Hiicresel Metobolik Siiregler )
Hiicre I¢i Kompleks

MOLEKULER FONKSiYON

Heterosiklik Bilesik Baglama
B Organiksiklik Bilesik Baglama
[yon Baglama
® Protein Baglama
Oksidorediiktaz Aktivitesi
Protein Uzerindeki Katalitik

Aktivite

Transferaz Aktivitesi

a

Sekil 4.32. miR399 dizilerinin hedef genlerinin GO analizleri.

4.4.4. miR2930 hedef genlerinin GO ve KEGG analizleri

Sus bitkileri icinde miR2930 dizisi sadece Asparagus officinalis (aof-miR2930) bitkisinde
tanmimlandi. Cizelge 4.6, aof-miR2930 dizisinin hedefledigi 41 geni gostermektedir.



Cizelge 4.6. miR2930 dizilerinin hedef genleri.
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miRNA Islevi Aksesyon RNA-hybrid sonucu
numarasi
Asparagus officinalis  XM_020396 target 5' A AGA G A 3!
rac-like GTP-binding  445.1 beccucoe  Cucucy beocue
protein RAC2 MiRNA 3" G 50
Asparagus officinalis ~ XM_020420 target 5' G AGAAA Ua 3
myosin-G-like  751.1 e Gommees
(LOC109850692), MiRNA 3" G U 5
transcript variant X2
Asparagus officinalis  XM_020414 target 5' G A AGA A 3!
rotein 203.1 AGAG GAGAG GAGAGAGGAGAG
P ’ UcCucC cucucC cucucuucucuc
ECERIFERUM 3- MiRNA 3" 50
like
Asparagus officinalis XM 02039 target 5' C UUGGG A GC A 3!
protein TIC 40, 0187.1 cuccUC HeGCUCY DG DeUC
chloroplastic-like MiRNA 3' U c 50
Asparagus officinalis XM 02038 target 5' G A c U3
transcription factor 5713.1 Sgﬁg gﬁgﬁgggﬁgﬁg Sﬁgﬁgﬁg
Pur-alpha 1-like MiRNA 3" 5
Asparagus officinalis  XM_020417 target 5' G U v AAAGUGUGUG UG 3’
H AGAGGA G AGUGAGA GGAGAG G
prqbable dlseas_e 219.1 UCUCCU C UCGCUCU cuucucC C
resistance protein MiRNA 3" U 5
At1g61310
aof- Asparagus officinalis XM 02041 target 5' G U U AAAGCGUGUG UG 3’
miR2 H R . AGAGGA G AGUGAGA GGAGAG G
930 dlse,ase resistance 1216.4 UCUCCU C UCGCUCU cuucuc C
protein At4g27190- MiRNA 3" U 5
like
Asparagus officinalis XM 02041 target 5' U GC u G 3
H . GAGGAGAGCGAGA GAGGA GAG
Zine fmger CC.:(.:H 35471 CUCCUCUCGCUCU CUUCU CUC
domain-containing MiRNA 3' U 5
protein 45
Asparagus officinalis XM 02039 target 5' A U UU CUUAAUAUU A 3!
poly(A) polymerase 23921 bC cou ¢ caceuey
I-like miRNA 3' U U 5
Asparagus officinalis  KM823840 target 5' G AGA Y U 3
thomboid protein .1 e soe oo
Aspof RBL15 MiRNA 3" G c o5t
Asparagus officinalis XM 02041 target 5' A A U 3
[ AGAGGAGAGCGAGA GAAGAGA
transcription factor 3053.1 JeneeocTeaeDeD Cubeoes
TCP4-like MiRNA 3" C o5
Asparagus officinalis XM 02040 target 5' G A A 3!
GPI 1298.1 GGGGGAGAG GAGAGAA GAGA
UCUCCUCUC CUCUCUU CUCU
mannosyltransferase MiRNA 3" c o5t
2 (LOC109833579),
transcript variant X2
Asparagus officinalis XM 02040 target 5' U  GUU UGAAGAAUAGUUAU U3
H Y AGA GGAG GCGGGGGAGGGGA
A’i_sbg%)égé%tel:ﬂe 6367.1 UcCu CCcucC CGCUCUCUUCUCU
- miRNA 3! U c 5!
(LOC109837970),
transcript variant X2
Asparagus officinalis  XM_020410 target 5' C A G UGAUGGAGUU G 3'
H AGGGG AGAGCGA GAGA GGAGAG
28S ribosomal 124.1 UCUCC UCUCGCU CUCU Uucucuc

protein S9,
mitochondrial

miRNA 3"

51
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(devam) Cizelge 4.6. miR2930 dizilerinin hedef genleri.

miRNA Islevi Aksesyon RNA-hybrid sonucu
numarasi
Asparagus XM 0204 target 5' G A G A 3!
officinalis S- 12669.1 AGAGGAGAG GAGAGA AGAGAG
- ) UCUCCUCUC CUCUCU UCUCUC
formylglutath_lone miRNA 3" G 5'
hydrolase-like
Asparagus XM 0204 target 5' A AGA GGA A 3!
L - AGAGGAGAG  GAGAGA  AGAGAG
officinalis mannan 19191 .1 UCUCCUCUC ~ CUCUCU  UCUCUC
synthase 1-like miRNA 3" G 5’
Asparagus XM 0204 target 5' C A UUUCCCGCCGGA U 3"
officinalis 19356 .1 GAGGGGA CGAGGGA GGAGA
- ) CUCCUCU GCUCUCU UCuCuU
hlstld!ne--tRNA miRNA 3' U C cs5'
ligase,
chloroplastic/
mitochondrial
Asparagus XM_0204 target 5' U U UCA GUUUUAUAAAGUU U 3"
e G GGGGAGC  GGAGA GGAGA
officinalis early 21370.1 o R LeUCy
nodullr_1—I|ke miRNA 3' U U C c 5!
protein 3
aof- Asparagus XM_0203 target 5' A A AGA u 3
. N . AGAG GAGAG  GAGAGAAGAGG
miR2930 officinalis 5 87603.1 UCUC CUCUC  CUCUCUUCUCU
adennyISU_lfate miRNA 3" G c 5!
reductase-like 4
Asparagus XM_0203 target 5' G A UGAAGAA UA c 3!

_ AG AGG GGA GAGAGAAGAGG
oﬁ|§|nalls 88574.1 UC ucc UCU CUCUCUUCUCU
thylakoid Iumer_1a| MiRNA 3" cG c 5"

16.5 kDa protein,
chloroplastic
Asparagus XM_0203 target 5" A AC UCAACGAA uu A 3!
e GGAGGAGAGU  GGGA GAAG AGAG
officinalis 11- 91211.1 UCUCCUCUCG ~ CUCU cuUC  UCUC
beta- _ miRNA 3" 5!
hydroxysteroid
dehydrogenase
1B-like
Asparagus XM_0203 target 5' G Uuuuu GC UAAA UG 3'
i . AGA GGAGAG UGAGAGA AGGG G
officinalis protein  92734.1 UoU  CoUCUC  GoUCUCU  UCUC C
tr_lchome _ miRNA 3" v 5
berefringence-like
7
Asparagus XM_0204 target 5' A AGA G G 3'
LS GGGGGAGAG  GAGAGA AGAGAG
officinalis 01588.1 UCUCCUCUC ~ CUCUCU UCUCUC
coatomer su_bunlt miRNA 3" G 5!
alpha-1-like
Asparagus XM 0204 target 5' A UG U 3’
Lo — GGAGGAGAGCGAG GGAGGAGG
officinalis F-box 12595.1 UCUCCUCUCGCUC  UCUUCUCU
protein - miRNA 3" c 5!
At3g56470-like
Asparagus XM_0204 target 5' G A AGA A3
.. . . - AGAG GAGAG GAGAGAAGAGA
officinalis protein  19267.1 UCUC CUCUC  CUCUCUUCUCU
NSP- miRNA 3" G c 5"
INTERACTING

KINASE 1-like




(devam) Cizelge 4.6. miR2930 dizilerinin hedef genleri.
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miRNA Islevi Aksesyon RNA-hybrid sonucu
numarasi
Asparagus XM_020398 target 5'G GG . GGG . é*G - G 3!
officinalis heat 599.1 BORG GAGAG GAGAGAAGA
L UCUC CUCUC CUCUCUUCUCUC
stress transcription miRNA 3" G 5"
factor A-5
Asparagus XM_020407 target 5' C C A 3'
.. . . GA GAGAGCGGGAGAAGAGA
officinalis protein 940.1 CU cUCUCGCUCUCUUCTCY
RFT1 homolog miRNA 3' U C cs'
(LOC109839490),
transcript variant
X9
Asparagus XM_020408 target 5' G A AA voous
officinalis nuclear 713.1 e nose honeen See
transcription factor miRNA 3" GC c s
Y subunit C-6
Asparagus XM_020394 target 5' A AAAGAAGACAUCC U c U 3"
officinalis putative 073.1 e B o oo o
aof- F-box protein miRNA 3 v =
miR2930 Atl1g65770
(LOC109827110),
transcript variant
X1
Asparagus XM_020408 target 5' A e UGA u 3!
officinalis calvin 663.1 BOGGG REREER  GGGRGGAGA
. UCUCCU UCGCU CUCUUCUCU
cycle protein CP12- MmiRNA 3" C c s
3, chloroplastic
Asparagus XM_020407 target 5' G A AGA A 3!
.. - AGAG GAGAG GAGAGAAGAGAG
officinalis 3331 UCUC CUCUC  CUCUCUUCUCUC
serine/threonine- miRNA 3" G 5!
protein kinase
SAPK3-like
Asparagus XM_020408 target 5' A GUAAAGAAAU U AGUUG A 3
officinalis 324.1 AGAGGA GAG CGAGGGGAGA GAG
UCcuccu CUC GCUCUCUUCU cucC
phosphoenolpyruva miRNA 3" St
te carboxylase 2
Asparagus XM_020409 target 5' U AGAAGAA A c 3
.. . GGAGGA GAGC AGAGAAGAGGG
0ff|c:£—?—:;; S’Ae‘AA' 128.1 UCUCCU CUCG UCUCUUCUCUC
miRNA 3" C 51
At5g57480-like
Asparagus XM_020417 target 5' A A A a3
.. T AGAG GAGAG GAGAGAAGAGAG
officinalis lipid 210.1 UCUC CUCUC CUCUCUUCUCUC
phosphate miRNA 3" G 5!
phosphatase delta-
like
Asparagus XM_020385 target 5' G A A 3!
- . . AGGG GAGAGUGAGAGAAGAGAG
Offlcellgs()l::sie:{;ﬂc'e- 822.1 UCUC CUCUCGCUCUCUUCUCUC
miRNA 3" 51
membrane protein
711-like
Asparagus XM_02038 target 5' U A A3
- - . - g AGGGGAGAGCGGG  GGAGGAGG
OffI%EaAlg'lPl'Btem 7069.1 UCUCCUCUCGCUC ~ UCUUCUCU
miRNA 3" c 5
MOVEMENT

IMPAIRED 1
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(devam) Cizelge 4.6. miR2930 dizilerinin hedef genleri.

miRNA Islevi Aksesyon RNA-hybrid sonucu
numarasi
Asparagus XM_020416888.1 target 5G'G AG o AGAAAGGAGAG GGG . A 3!
. - AGGAGA! AGAGA AGAGA!
officinalis cell yucuccucuc CUCUCU Uucucuc
number regulator MARNA 3 G 5
13-like
(LOC109847658),
transcript variant
; X1
ot Asparagus XM_020401571.1 target 5' C cuG U cacC G 3
miR2930 officinalis probable AGAGG  GGGGC AGGGGAG AGAG
seﬁnehhreonine T ;FUCC UCucCG UCESUUC ucuc .
protein kinase
IREH1
Asparagus XM 020389069.1 target 5' U GU CAGUCGAUGGCGGG A 3
= H - GGAGGAGAGCG GGAG GAGAGAG
ofﬂglnahs F-bOX UCcucCcucucGC ucuc yucucuc
protein At5g67140 miRNA 3 o'
Asparagus XM_020412221.1 target 5' G GC c G 3’
= H - GGAGGAGAGCGAGG GAAG AGAG
Ofg:’((:)ltr;?:iglga)‘z::/e UCUCCUCUCGCUCU CcuucC ucuc
miRNA 3" 5"
(LOC109843289)
Asparagus XM_020405129.1 target 5' A A AARUA A G 3’
GGAGGAG AG GAGA AGGGGAG

officinalis probable
BOl-related E3
ubiquitin-protein
ligase 3

UcCuccucC ucC CUCU uucucuc
miRNA 3! G C 5'

Genlerin; hucresel metabolik stregler (%13), nitrojen ile ilgili metabolik strecler (%11),

organik madde ile ilgili metabolik sirecler (%14), primer metabolik slrecler (%13),

katabolik surecler (%2), oksidasyon-reduksiyon sireci (%2), strese cevap (%2), kimyasala

karst cevap (%2), gelisim ile ilgili anatomik yap1 (%2), kiglik molekuller ile ilgili

metabolik suregler (%2), hicresel yerlesim (%5), glikolizasyon (%2), makromolekdl

yerlesim (%2), sinyal iletimi (%3), hiicre iletisimi (%3), hiicresel bilesen organizasyonu ya

da biyogenez (%4), metabolik sureglerin dizenlenmesi (%4), uyaranlara karsi hiicresel

cevap (%5), biyosentetik siire¢c (%6) ve hiicresel sireclerin diizenlenmesi (%7) gibi farkli

biyolojik siireglerde rol oynadiklar1 goriildii. Bununla birlikte genlerin hiicre i¢i protein

iceren kompleks (%3), katalitik kompleks (%3), zar (%14), hiicre i¢i anatomik yap1 (%22),

endomembran sistemi (%7), organel

(%20), sitoplazma (%15) ve zarin i¢ yiizeyi (%10)

olmak iizere 8 farkl hiicresel bilesen ile iliskili oldugu belirlendi.
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Molekiiler fonksiyonlarin ise organiksiklik bilesen baglama (%17), iyon baglama (%13),
transferaz aktivitesi (%9), heterosiklik bilesen baglama (%17), protein baglama (%8),
protein Uzerindeki katalitik aktivite (%4), kii¢iik molekiil baglama (%9), karbonhidrat
baglama (%9), hidrolaz aktivitesi (%6), oksidorediiktaz aktivitesi (%4) ve transkripsiyon
faktor aktivitesi (%4) olarak siralandig1 gézlendi (Sekil 4.33).



m Nitrojen ile ik Sii ;
Organik Madde ile Ilgili Metabolik Siiregler
® Primer Metabolik Siiregler
Katabolik Siiregler
® Oksidasyon-Rediiksiyon Siireci

¢iik Molekiiller ile Tlgili Metabolik Siiregler
Yerlesim

Glikolizasyon
m Makromolekiil Yerlesim
®m Sinyal Iletimi
® Hiicre Iletisimi
® Hiicresel Bilesen Organizasyonu ya da Biyogenez

Metabolik Siireglerin Diizenlenmesi

1 Hiicresel Cevap

Hiicresel Stireglerin Diizenlenmesi

Hiicre ici Protein Iceren
Kompleks

m Katalitik Kompleks
Z;

B Hiicre i¢i Anatomik Yapi

Endomembran Sistemi

1 Organel
Sitoplazma

Zarm ¢

Organiksiklik Bilesen Baglama

® iyon Baglama

Transferaz Aktivitesi
m Heterosiklik Bilesen Baglama
. MRS Protein Baglama
MOLEKULER FONKSIYON )
® Protein Uzerindeki Katalitik Aktivite
Kiigiik Molekiil Baglama

Karbonhidrat Baglama
Hidrolaz Aktivitesi
Oksidorediiktaz Aktivitesi

Transkripsiyon Faktor Aktivitesi

Sekil 4.33. miR2930 dizilerinin hedef genlerinin GO analizleri.
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GO analizlerinden sonra gergeklestirilen KEGG analizleri ile miR2930 hedef genlerinin rol
oynadig1 metabolik yolaklar belirlendi. Bu genlerin 17 yolak ile iliskili oldugu gériildii. Bu
yolaklar; glikoliz/glukoneogenez (Sekil 4.34), sitrat dongiisii (TCA Dongiisii) (Sekil 4.35),
benzoat yikimi (Sekil 4.36), yag asidi uzamasi (Sekil 4.37), yag asidi yikimi (Sekil 4.38),
fotosentetik organizmalarda karbon fiksasyonu (Sekil 4.39), steroid biyosentezi (Sekil
4.40), valin, 16sin ve izoldsin yikimi (Sekil 4.41), geraniyol yikimi (Sekil 4.42), N-glikan
biyosentezinin ¢esitli yollar1 (Sekil 4.43), a-linolenic acid (Vitamin F) metabolizmasi
(Sekil 4.44), sfingolipid metabolizmasi (Sekil 4.45), etilbenzen yikimi (Sekil 4.46), piruvat
metabolizmast (Sekil 4.47), metan metabolizmasi (Sekil 4.48), aminoagil tRNA
biyosentezi (Sekil 4.49) ve doymamis yag asitlerinin biyosentezi (Sekil 4.50) olarak

sayilabilir.
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FATTY ACID ELOMNGATION

In mitochondria (4=n=16)
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GERANIOL DEGEADATION
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4.4.5. miR10982 hedef geninin GO ve KEGG analizleri

Ginkgo biloba (ghi-miR10982) bitkisinde miR10982 dizisi tanimlandi. Bu dizinin hedef
geni Cizelge 4.7 de gosterildi.

Cizelge 4.7. miR10982 dizilerinin hedef genleri.

miRNA Islevi Aksesyon  RNA-hybrid sonucu
numarasi
Ginkgo biloba DQ385527.1 target 5' U GACUCCUAAC CAUUAGAUCU 3"
class 111 GGUUC CGUA AGCUUCCGCCcCU
gbi- homeodomain CUAAG GCAU UCGAAGGUGGGG
H - miRNA 3! A 5"
MIRNAL0982 leucine zipper
protein C3HDZ3

Hedefin GO analizlerinde genin herhangi bir biyolojik siirecte rol oynamadigi goriildii. Bu
genin, hiicre i¢i anatomik yap1 (%50) ve organel (%50) olmak Uzere 2 hiicresel bilesen ile
ilgili oldugu belirlendi. Molekiiler fonksiyonlarin ise heterosiklik bilesik baglama (%33),
organiksiklik bilesik baglama (%33) ve lipid baglama (%33) oldugu belirlendi (Sekil 4.51).
GO analizlerinden sonraki asama olan KEGG analizleri gerc¢eklestirildi ama hedef genlerin

herhangi bir biyolojik yolak ile iliskili olmadig1 goriildii.

HUCRESEL BIiLESEN MOLEKULER FONKSIYON

Heterosiklik Bilesik

Hiicre I¢i Anatomik Baglama

Yapi

® Organiksiklik Bilesik
m Organel Baglama

Lipid Baglama

Sekil 4.51. miR10982 dizilerinin hedef genlerinin GO analizleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda, farkli programlar kullanilarak Petunia hybrida (phy-miR168 ve phy-
miR399), Castanea sativa (csa-miR169), Yucca filamentosa (yfi-miR169), Opuntia
streptacantha (osa-miR169), Cichorium intybus (cin-miR169), Cynara cardunculus (cca-
miR169), Asparagus officinalis (aof-miR2930) ve Ginkgo biloba (gbhi-miR10982) olmak
Uzere 8 farkl: siis bitkisinde 9 farkli yeni miRNA dizisi ilk defa tanimlandi. Olgun miRNA
dizilerinin ikincil yapilar1 analiz edildi. Bu miRNA dizileri ile homolog olan farkl
bitkilerde bulunan referans diziler hizalanarak filogenetik agaclar ¢izildi ve diziler
arasindaki evrimsel iliski incelendi. Daha sonra bu dizilerin hedefleri belirlendi. GO
analizleri ile hedeflerin rol oynadigi biyolojik siire¢, hiicresel bilesen ve molekiiler
fonksiyonlar tanimlandi. KEGG analizleri ile de hedeflerin hangi metabolik yolaklarda rol
oynadigi belirlendi.

Sus bitkilerinde tanimlanan pre-miRNA dizilerindeki miRNA ve miRNA* arasinda en az
12-17 nt’in Watson-Crick ya da G/U bg eslesmesi yaptig1 gozlendi. Benzer sekilde Barozai
[117], peygamber suplrgesi (Artemisia annua L.) bitkisinde yaptigi ¢alismada, miRNA-
miRNA* dizileri arasinda en az 12 nt eslesmesini bildirmistir. Tanimlanan olgun miRNA
dizilerinin ise 21-22 nt uzunlugunda oldugu goriildii. Farkli ¢alismalarda da olgun miRNA
dizilerinin de 19 ile 24 nt arasinda oldugu rapor edilmistir [118, 119]. Bununla birlikte
tanimlanan dizilerde %GC igeriginin %53.15°lik bir ortalama ile %40.91 - %61.90
arasinda degistigi gortldu. Bu %GC oraninin, birgok ¢alismadan daha yiiksek ¢iktig
belirlendi. Bu ¢alismalardan birinde sogan bitkisinde (Allium cepa L.) in siliko analizler ile
miRNA dizilerinin belirlenmis ve %22.14 - 55.50 olmak iizere daha diisiik oranda %GC
icerigi bildirilmistir [120]. Farkli bir ¢calismada ise Kaur ve dig. [121] musir (Zea mays L.)
bitkisinde yeni miRNA dizilerini tanimlamis ve %AT degerlerinin %15.52 - %70.66
arasinda oldugunu belirlemistir. Bu tez calismasinda ise %46.84 ortalama ile %38.1 -
%59.09 arasinda %AT degerleri bulundu. Ayrica miRNA dizilerinin ortalama MFE
degerlerinin -19.2 kcal mol™ ile -47.4 kcal mol? arasinda ve ortalama -28.73 kcal mol*
oldugu goriildii. Elde edilen bu ortalamanin daha dnce Kkereviz bitkisinde yapilan sonuca
benzer oldugu (-31.12 kcal mol?) belirlendi.
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Bununla birlikte havuctan (Daucus carota L.) (-23.58 ve -24.83 kcal mol™) ve susamdan
(Sesamum indicum L.) (-24.27 kcal mol™) daha yiiksek ve misir (Zea mays L.) bitkisinden
daha az (-50.1 ve 100.1 kcal mol™?) oldugu da gozlendi [9, 122, 123]. Zhang ve dig. [111],
miRNA dizilerinin diger RNA ¢esitlerinden ayrilmasinda MFEI degerinin 6nemli
oldugunu ve bu degerin tRNA (0.64), rRNA (0.59) ve mRNA (0.65) degerlerinden daha
yuksek olmasi gerektigini rapor etmistir. Siis bitkilerinde tanimlanan miRNA dizilerinin
MFEI degerlerinin de 1.71 ile 4.31 arasinda ve ortalama 2.52 oldugu goriildii. Bu durum,
siis bitkilerinde yeni tanimlanan miRNA’larin yiiksek dogrulukla tanimlandigini

goOstermektedir.

Yeni tanimlanan miRNA dizileri ile miRBase veri tabanindan alinan referans diziler olmak
uzere toplam 87 farkli miRNA’ya ait 1,846 nt dizi Clustal Omega programi kullanilarak
hizalandi ve MEGAX programi kullanilarak filogenetik agac¢ ¢izildi. Bu analizler ile yeni
tanimlanan miRNA’larin referans dizilere olduk¢a benzedigi gorildi. Bu sonucu destekler
nitelikte bitki miRNA dizileri arasindaki evrimsel iliski farkli ¢alismalarda da
belirlenmistir [124, 125, 126, 127, 128].

Bitkilerde bulunan miRNA dizileri genellikle hedef mRNA dizilerini belirli bolgelerden
keserek o diziyi etkiler [129]. miRNA dizileri transkripsiyonun yani sira translasyon
agamasinda da gen anlatiminin diizenlenmesinde rol oynar [130]. Bu nedenle, miRNA ve
hedef gen arasinda miilkemmel ya da miikemmele yakin eslesme olmasi 6nemlidir [131,
132]. Her iki dizi arasinda tamamlayiciligin belirlenmesi i¢in BLAST kullanish bir
biyoinformatik aragtir. Bu g¢alismada da miRNA ve hedef genler arasindaki
tamamlayiciligin belirlenmesi i¢in dncelikle bu diziler arasinda BLAST sonrasinda “RNA
Hybrid” analizleri yapildi ve toplamda 9 miRNA dizisinin farkli fonksiyonlardaki 62
0zgin hedef geni bulundu. Bilinen birgok miRNA hedef geni, mRNA dizileri ile
tamamlayicilik  6zelligi kullanilarak tanimlanmistir. Bu bitkilere; 30 hedef genin
tanimlandigr boriilce (Vigna unguiculata) [133], 37 hedef genin tanmimlandigi ¢ay
(Camellia sinensis) [134], 735 hedef genin tanimlandig1 lotus (Lotus japonicus) [135], 80
hedef genin tanimlandigi hint keneviri (Cannabis sativa L.) [136] ve 21 hedef genin

tanimlandig1 karpuz (Citrullus lanatus) bitkisi 6rnek olarak verilebilir [137].
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Bitkilerde in siliko analizler, potansiyel miRNA dizilerin tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilan metotlardir [138; 139]. In siliko analizler ve deneysel yontemler kullanilarak
tamimlanan MiIRNA dizilerinin blyume [122], gelisim [140] ve strese cevap [141] gibi
farkli metabolik yolaklarda rol oynadigi rapor edilmistir. Tez calismasinda, farkli siis
bitkisinde tanimlanan miR168, miR169, miR399, miR2930 ve miR10982 dizilerinin de
basta strese cevap olmak {lizere farkli biyolojik siireclerde, hiicresel bilesenlerde ve
molekiler fonksiyonlarda rol oynadigi gorildi. Ayrica miRNA’larin KEGG analizleri
sonucunda farkli metabolik yolaklarda da rol oynadiklar belirlendi. Benzer sekilde, Zhu ve
Luo [142] yaptiklari ¢alismada, miRNA hedef genlerinin stres ile iliskili transkripsiyonel
faktorlerden, transmembran tasimmimindan, sinyal iletiminden ve transkripsiyon
diizenlenmesinden sorumlu oldugunu rapor etmislerdir. Farkli bir ¢aligmada ise Prabu ve
Mandal [143] hedef genlerin, transkripsiyon faktorleri ve strese karsi cevapta hiicre

biitiinligiinlin korunmasinda rol oynadigini bildirmislerdir.

miRNA168 dizileri, bitkilerde abiyotik ve biyotik strese kasi cevapta en yaygin galisilan
dizilerdir [144, 145]. Olgun miR168 dizileri, bitkiler arasinda olduk¢a korunmustur [146].
Bu tez ¢alismasinda da Petunia hybrida bitkisinde miR168 bitkisi tanimlandi ve farkli
metabolik yolaklarda rol oynadigi belirlendi. Arabidopsis bitkisinde bulunan homolog
dizisi de Siré ve dig. [147] tarafindan ¢alisilmistir. Bu bitkide miR168 anlatiminin gindiiz
arttig1 ve karanlikta azaldigi bildirilmistir. Yu ve dig. [144] ile Ludman ve Fatyol [148] ise
viral enfeksiyonlara kars1 direncte miR168 dizilerinin rollerini titin (Nicotiana

benthamiana) ve Malus hupehensis bitkilerindekini incelemislerdir.

miR169 ailesi, birgok bitki ¢esidinde bulunan biiyiik ve korunmus bir miRNA ailesidir
[149]. miR169’un strese cevap [150] ve adaptasyon [151] gibi farkli metabolizmalarda rol
oynadigna iligkin ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismada da Castanea sativa (csa-miR169),
Yucca filamentosa (yfi-miR169), Opuntia streptacantha (osa-miR169), Cichorium intybus
(cin-miR169) ve Cynara cardunculus (cca-miR169) sus bitkilerinde miR169 dizileri
tanimlanmistir. Bu dizilerin strese cevap basta olmak lizere farkli biyolojik siireclerde,
hlicresel bilesenlerde ve molekiiler fonksiyonlarda rol oynadiklar1 goriildii. Luan ve dig.
[152] de zma-miR169 anlatiminin musir (Zea mays L.) yapraklarinda abiyotik strese
cevapta rol oynadigmi belirlemistir. SUs bitkilerinden olan ekinezyada (Echinacea
purpurea L.) yapilan ¢aligmada ise miR169 dizisinin anlatiminin kuraklik stresinde arttig1

rapor edilmistir [153].
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Ayrica, absisik asit uygulamasinda miR169 anlatiminin arttigini bildiren calismalar da
bulunmaktadir [154]. Liang ve dig. [155] ise hiyar yesil benekli mozaik viriisii ile ilgili
yaptiklar1 ¢alismada, bu viriis ile enfeksiyon sonucunda miR169’un anlatiminin degistigini
belirlemistir. Ayrica Naqvi ve dig. [156], domates bitkisinde goriilen yaprak kivrikligi
virtsu ile ilgili yaptigi caligmada, miR169 dizisinin anlatiminin azaldigint bildirmistir.
Bitkilerde miR169 anlatiminin artmasi ile celtik bitkisinde gorilen celtik yaniklik
hastaligina karsi duyarliligin arttigi [157] buna karsin domateste kursuni kiif hastaligina
kars1 direncin arttig1 rapor edilmistir [158, 159].

Bitkilerin yasam dongiisiinde fosfor (P), en etkili makro besin elementlerinden biridir.
Fosfor eksikliginde bitkinin biiylimesi engellenir ve buna baglh olarak da verim diiser.
Bitkilerde P eksikligine karsi olusan strese cevapta rol alan ilk miRNA (miR399)
Arabidopsis bitkisinde tanimlanmstir [160, 161]. Hackenberg ve dig. [162], P eksikligi
altinda yetistirilen arpa (Hordeum vulgare L.) bitkilerinde miR399 ailesine ait 10 miRNA
dizisinin anlattminin arttigin1  bildirmistir. Zhu ve dig. [163], ¢in tirpan agacinda
(Cunninghamia lanceolata) miR399 dizisini analiz etmisler ve bu bitki ile Arabidopsis
bitkisindeki miR399 dizilerinin korunmus oldugunu belirlemislerdir. Benzer sekilde bu tez
calismasinda da Petunia hybrida bitkisinde belirlenen phy-miRNA399 dizisinin de
referans dizileri ile benzerlik gosterdigi belirlendi. Bunun sebebi miRNA399 dizisinin
monokot ve dikotlarda bulunan en eski ve korunmus dizilerden biri olmasidir [164]. Ayrica
miR399 dizilerinin P eksikliginin yani sira potasyum (K), sodyum (Na) ve kalsiyum (Ca)
eksikliklerinde de rol oynadigi [165] farkli caligmalarda rapor edilmistir.

Tez ¢alismasinda belirlenen diger miRNA ise Asparagus officinalis bitkisinde tanimlanan
aof-miR2930 dizisidir. Bu dizinin hedefleri incelendiginde oldukg¢a fazla sayida ve farkli
rollerde hedeflerin bulundugu belirlendi. Bu hedeflere bagl gergeklestirilen GO ve KEGG
analizlerinde de bu hedeflerin rolleri ve hangi yolaklarda rol oynadig1 daha detayli analiz
edilidi. Bu bitkide daha 6nce Chen ve dig. [166] tarafindan da analizler gergeklestirilmistir.
Yapilan calismalarda, 26 aileye 6zgii olan 154 korunmus miRNA tanimlanmistir. Bu
miRNA dizileri arasinda 39’unun bu bitkiye 6zgiin oldugu belirlenmistir. Ayrica 40
hedefinde tanimlandig1 bu ¢alismada, hedeflerin gelisim ve metabolik siireclerle iligkili

oldugu bildirilmistir.
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Diger tanimlanan miRNA dizilerinde oldugu gibi Ginkgo biloba bitkisinde de ilk defa gbi-
miR10982 dizisi belirlendi. Daha 6nce yapilan g¢alismalarda, bu bitkinin erkek ve disi
yapraklarinda sirasiyla 82 ve 78 aileye ozgii 202 ve 201 bilinen miRNA dizisi analiz
edilmistir [167]. Baska bir arastirmada ise Wu ve dig. [168], Ginkgo biloba bitkisinin
yapraklarindaki renk mutasyonunda, miRNA’larin islevleri ile ilgili bilgi edinmek igin
[llumina dizilemesi yapmislardir. Dizileme sonucunda bilinen 426 ve yeni 265 miRNA
dizisi tanimlanmistir. Li ve dig. [169] ise tanimladiklar1t miRNA dizilerinin glutatyon
metabolizmasi, bitki sirkadiyen ritim ve fenilalalin metabolizmasi ile iligkili oldugunu
rapor etmiglerdir. Bu tez c¢alismasinda da gbi-miR10982 hedef genlerinin
glikoliz/glukoneogenez, sitrat dongiisii (TCA Dongiisii), benzoat yikimi, yag asidi uzamasi

gibi farkli yolaklarda rol oynadig: belirlendi.

miRNA dizilerinin ve hedeflerinin belirlenmesi gen anlatimmin diizenlenmesinde rol
oynayan karmagik yapinin ve sistem biyolojisinin belirlenmesinde 6nemlidir [170, 171].
Son yillarda bitkilerin strese karsi cevabinda rol oynayan miRNA dizilerinin ve onlarin
hedef genlerinin rolleri yaygin bir sekilde calisilmaktadir. Zakeel ve dig. [137], karpuz
(Citrullus lanatus) bitkisinde inozitol-3-fosfat sentaz aktivitesi, metal iyon baglama ve
oksidoredliktaz aktivitesi gibi bircok metabolik sutrecle ilgili 19 protein kodlayan 21
potansiyel mMRNA hedefi belirlemistir. Mohanty ve dig. [172] ise Aegle marmelos bitkisi
ile yaptiklar1 ¢aligmada, miRNA’lar1 tanimlamak i¢in RNA dizilime yapmigslar ve elde
ettikleri dizileri bilgisayar ortaminda biyoinformatik yaklasimlar ile incelemislerdir. Bu
calisma sonucunda 20 miRNA ailesi igerisinde 223 korunmus miRNA dizisi ve 6 yeni
mIRNA icin 395 hedef gen belirlenmistir. Biyotik ve abiyotik streslerin, dokuya 6zgu bir
¢ok miRNA’nin anlatimin arttirdigi ya da azalttigi da gorilmektedir [173]. Bu dizilerin

anlatiminin artmasi ya da azalmasi strese karsi bitkinin direncini de etkilemektedir.

Gelisen NGS ile genomlar kolaylikla dizilenebilmekte ve elde edilen dizilerin islevleri
biyoinformatik yollarla GO ve KEGG analizleri yapilarak anlasilabilmektedir. Insan
genom projesinin tamamlanmasiyla birlikte bu proje sonrasinda elde edilen ama islevleri
bilinmeyen dizilerin detayli analizleri icin ENCODE [54], HapMap [174], 1000 Genom
[175] ve Kanser Genom Projesi [176] gibi bir¢ok proje de aymi anda farkli arastirma
gruplart tarafindan baglatilmis ve gelisen NGS ile kisa zamanda biiyiik veriler elde

edilmistir.
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Bu projeler igerisinde yer alan ENCODE projesinde herhangi bir islevi olmadig diisiiniilen
ve ¢Oop DNA olarak adlandirilan genom bolgelerinin  6zellikle gen anlatiminin

dizenlenmesindeki rolleri yaygin olarak ¢alisiimaktadir.

Gen anlatimimin diizenlenmesi ile ilgili epigenetik kavraminin ortaya ¢ikmasiyla beraber
epigenetikte rol oynayan dnemli mekanizmalar birer birer aydinlatilmaya baglanmistir. Bu
mekanizmalardan biri de ncRNA’lardir. Kisa ve uzun kodlama yapmayan RNA’lar olarak
ikiye ayrilan bu diziler gen anlatimimin diizenlenmesinde post-transkripsiyonel ve/veya
post-translasyonel asamalarda rol oynar. Ozellikle farkli hastaliklardaki etkilerinin
calisilmasina karsin bitki biyoteknolojisi ve hayvan biyoteknolojisi gibi farkli alanlarda da
bu dizilerin etkileri arastirilmaktadir. Bu tez ¢alismasi, peyzaj bitkileri olarak da
adlandirilan, tibbi 6nemi olan ve bununla beraber her gegen yil pazar payr da artan sus
bitkilerinde miRNA dizilerinin arastirildigr ilk detayli ¢calismadir. Elde edilen sonuglarin
sus bitkileri ile ilgili yapilan molekiiler ve biyoinformatik ¢aligmalara katki saglayarak
strese dayanikli ve farkli renk, koku gibi Ozelliklere sahip bitkilerin Uretimine katki

saglamasi beklenmektedir.
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