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Agir metaller giiniimiizde en yaygin rastladigimiz cevre kirleticilerindendir. Ozellikle su
ekosistemleri basta olmak lizere yeryliziindeki tiim ekosistemler agir metallerin yapmis
oldugu toksik etkilerden olumsuz olarak etkilenmektedirler. Lemna minor, Lemnaceae
familyasina ait olan monokotil sucul bir bitkidir ve genelde mineral ve organik
kontaminasyonu gidermek i¢in atik su aritiminda kullanilir. MikroRNA'larin (miRNA),
metalin detoksifikasyonu i¢in agir metal stresine kars1 verilen tepkilerin 6nemli modiilatorleri
oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada kadmiyum stresine maruz birakilan L. minor’de agir
metal stresinde gorevli oldugu bilinen 5 farkli miRNA (miR156, miR159, miR171, miR395
ve miR396) ve bunlarin hedef genlerinin (SPL, MYB, GRAS, SULTR ve GRF) ekspresyon
seviyelerindeki degisikligin belirlenmesi amaglanmistir. Hoagland solusyonu i¢inde kiiltiire
alman L. minor 0, 6, 12, 24saat siireyle 100 uM CdCl» igeren Hoagland solusyonu ig¢inde
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi s1v1 azotta dgiitiilen bitki drneklerinden miRNA ve
mRNA izolasyonu yapilmis ardindan RT-PCR ile ¢cDNA elde edilerek qRT-PCR ile de
ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Ayn1 L. minor 6rneklerindeki kadmiyum miktarini
belirlemek icin yas yakma yontemi kullanilmis ve numuneler ICP-OES cihazinda
Olclilmiistiir. Sonug olarak kadmiyuma maruz birakilan L. minor orneklerinde agir metal

miktarinin saate bagli olarak arttig1 tespit edilmistir. Calisilan miRNA ekspresyon seviyeleri
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kontrolle kiyaslandiginda her bir miRNA igin 6. ve 12. saatlerde ekspresyon artarken 24.
saatte ekspresyonun azaldigi goriilmiistiir. SPL geninin ekspresyon seviyesi degigsmezken,
MYB ve SULTR2 genlerinin ekspresyon seviyesinin azaldigi, GRAS geninin ekspresyon
seviyesinin arttig1 ve GRF geninde ise ekspresyonun 6. ve 12. saatlerde arttig1 fakat 24. saatte
azaldig1 gozlemlenmistir. Bu ¢alisma kadmiyum stresine maruz birakilan 6rneklerde ¢alisilan
miRNA’lar ve onlarin hedef genlerinin ekspresyon profillerinin, literatiirde ¢aligmasi yapilan
diger bitkilerdeki miRNA ekspresyon profillerine gore farkli diizenlendigini gostermistir.
Bunun da Lemna minor bitkisinin hiperakiimiilatér bir bitki olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. L. minér bugiine kadar agir metal stresinde oldukga fazla tercih edilmis bir
bitki olmasina ragmen gen ekspresyon profilleri ile ilgili yapilan herhangi bir calisma
ornegine literatiirde rastlanilmamistir. Calismadan elde edilen bilgiler bu bitki ile ilgili

yapilacak sonraki ¢aligsmalara rehberlik etmesi yoniinden 6nemlidir.

Anahtar Sozciikler: Agir metal stresi, Kadmiyum, Lemna minér, qRT-PCR, miRNA.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF miRNA RESPONSES AGAINST HEAVY METAL STRESS IN
AQUATIC PLANT Lemna minor

MERVE SAGLAM
Department of High Technologies
Programme in Biotechnology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs
Supervisor: Prof. Dr. Emel SOZEN

Heavy metals are among the most common environmental pollutants we encounter
today. All ecosystems on earth, especially water ecosystems, are negatively affected by the
toxic effects of heavy metals. Lemna minor is a monocotyl aquatic plant that belongs to the
Lemnaceae family and is generally used in wastewater treatment to remove mineral and
organic contamination. MicroRNAs (miRNAs) are known to be important modulators of
responses to heavy metal stress for detoxification of metal. In this study, we aimed to
determine expression levels of 5 different miRNA (miR156, miR159, miR171, miR395 and
miR396) and their target genes (SPL, MYB, GRAS, SULTR and GRF) in L. minor exposed
to cadmium stress. L. minor cultured in Hoagland solution was incubated in Hoagland
solution containing 100 uM CdCl: for 0, 6, 12, 24hours. After incubation, miRNA and
mRNA isolation were performed from plant samples powdered in liquid nitrogen. After that
cDNAs were obtained by RT-PCR and expression levels were determined by qRT-PCR. The
wet burning method was used to determine the amount of cadmium in the same L. minor
samples. Measurements were accomplished by using the ICP-OES instrument. As a result, it

was determined that the amount of heavy metal increased depending on time in L. minor
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samples exposed to cadmium. Compared to control, the miRNA expression levels showed
that expression increased at 6th and 12th hours for each studied miRNA, whereas expression
decreased at 24th hour. While the expression level of the SPL gene did not change, the
expression levels of the MYB and SULTR2 genes decreased, the expression level of the
GRAS gene increased. On the other hand, the expression in the GRF gene increased at the
6th and 12th hours, but decreased at the 24th hour. This study showed that the expression
profiles of miRNAs studied in L. minér samples exposed to cadmium stress and that of their
target genes were arranged differently from the expression profiles compared to the plants
studied in the literature. This is thought to be due to the hyperacumulator characteristic of
Lemna minor. Although L. minor is a highly preferred organism to study heavy metal stress,
to date, no study examples related to gene expression profiles have been found in the
literature. The information obtained from the study is important in terms of guiding further

studies on this plant.

Keywords: Heavy metal stress, Cadmium, Lemna minor, gRT-PCR, miRNA.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara uygun
davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢alismanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi’yla tarandigimi ve hicbir
sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili
yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve

hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

MERVE SAGLAM
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1.GIRIS

Bitkilerde biiyiime ve gelismeyi olumsuz etkilemekle birlikte {iriin kalitesinin ve
miktarinin azalmasina sebep olan, bitkinin veya organlarinin Sliimiine yol acan Onemli
fizyolojik ve metabolik degisimlere ‘‘stres’” adi verilir. Agir metallerin belirli bir
konsantrasyondan sonra bitkilerdeki fizyolojik ve biyokimyasal olaylar direkt veya dolayl
olarak etkiledigi bilinmektedir. Olumsuz etki, metalden metale veya organizmadan
organizmaya degisebilmektedir. Olumlu veya olumsuz toksik etkiler yalnizca metalin tipi ve
konsantrasyonuna bagli olmayip degisik tilirlerin genetik esash fizyolojik davranislar ile de

ilgilidir (He vd., 2018).

Kadmiyum (Cd), hem bitkiler hem de hayvanlar i¢in toksik olan agir bir metaldir. Cd,
tarim arazilerini; kanalizasyon sulama, diisiik dereceli fosfat giibre kullanimi, bocek ilact
kullanimi, giibre uygulamasi ve atmosferik yagis gibi jeojenik ve antropojenik aktivitelerle
kirletir (Clemens vd., 2013). Topraktan bitkiye verimli transfer ile Cd, dokularda kolayca
birikir ve bitkiler icin toksik olabilir; beslenme eksikligi, klorofil sentezi inhibisyonu,
fotosentezin azaltilmasi, oksidatif stres vb. gibi bozukluklar1 tesvik eder. Bu metabolik
bozukluklar bitki biiyiimesini baskilar ve hatta bitki 6liimiine yol agabilir (Liu vd., 2018).
Daha ciddisi, besin zincirindeki bitki tiirlerinin yenilebilir kisimlarindaki Cd birikimi
potansiyel olarak insan sagligini tehdit eder. Bu gibi sebeplerden 6tiirii kadmiyum (Cd),
bitkiler ve aquatik organizmalar iizerinde ciddi toksisiteye neden olan en tehlikeli agir
metallerden biri olarak kabul edilir (Dong vd., 2009; Shriram vd., 2016). Ayrica Cd'nin ROS
tiretimi yoluyla oksidatif stresi indiikledigi kabul edilmektedir. Bir¢ok ¢calismada yiiksek Cd
seviyeleri nedeniyle bitkide H>O> iiretimi ve birikimi fark edilmistir (Arshad vd., 2015). Cd
hasarinin goriiniir semptomlar1 arasinda kloroz, bodur biiylime ve hatta bitki 6liimi de

bulunur (Schiitzendiibel vd., 2001).

Su mercimegi hizli bir biiylime, kirli suya kars1 yliksek tolerans, kiiresel dagilim ve
yliksek nisasta icerigi ile karakterize edilen kii¢iik yiizen bir su bitkisidir (Landolt, 1986).

Uzun yillardir, su mercimegi; hayvan yemi, organik giibre ve kimyasal toksisite testleri i¢in

1



kullanilabilen endiistriyel olarak ¢ok yonlii bir bitki olarak kabul edilmektedir (Cheng ve
Stomp, 2009). Ayrica son yillarda su mercimegi, biyoyakit tiretimi i¢in ideal bir hammadde
olarak kabul edilmistir, bunun sebebi yumusak ve nisasta bakimindan zengin biyokiitleye
sahip olmasi, daha fazla biyoyakit etanol, butanol ve biyogaz verimi saglamaktadir. Diger
taraftan, su mercimegi azot, fosfor ve agir metalleri biiylime sirasinda sudan verimli bir
sekilde biriktirdiginden, diisiik maliyetli ve diisiik enerjili atik su aritma sistemlerinde de

kullanilmaktadir

Su mercimegi tiirleri agir metalleri izlemek icin su kalitesi calismalarinda siklikla
kullanilmaktadir (Radic vd., 2010). Su stimbiiliine kiyasla; soguga kars1 dayanikli olmalari,
alglerden daha kolay hasat edilmeleri ve hizli biiyiime yeteneklerinden dolay1 daha iyi bir
alternatif olarak kabul edilir ve su aritimi ¢aligmalarinda kullanilmasi i¢in tavsiye edilirler

(Sharma ve Gaur, 1995).

MikroRNA'lar hedef genlerini boliinme yoluyla veya neredeyse tamamlayici dizilere
baz eslestirme yoluyla transkripsiyonu baskilayarak negatif olarak diizenler (Carrington, ve
Ambros, 2003). Transkripsiyon sirasinda mRNA'larin bozunmasini yonlendirerek kok,
yaprak veya ¢igek gelisimini diizenleyen birka¢ miRNA tanimlanmaistir. Bununla birlikte, en
son biyokimyasal kanitlar, miRNA'larin gen susturulmasina sadece transkripsiyonel boliinme
ile degil ayn1 zamanda translasyonel baski ile aracilik ettigini ve bu iki siirecin bagimsiz

oldugunu ortaya koymustur (Loudet vd., 2004).

MikroRNA'lar (miRNA) DNA'dan kopyalanan ancak proteinlere doniistiiriilmeyen
yaklasik 20-24 niikleotit uzunlugunda kisa tek iplikli RNA'lardir. miRNA'lar, hedef
mRNA'larin ¢evrilmemis 3’ bolgesine baglanarak posttranskripsiyonel diizeyde hedef
genlerin ekspresyonunu negatif olarak diizenler (Singh vd.,2008). Her olgun miRNA, ¢oklu
hedef mRNA'lar1 kismen tamamlayicidir ve inaktivasyon i¢in hedef mRNA'lar1 tanimlamak
tizere RNA ile indiiklenen susturma kompleksini (RISC) transkripsiyon sonrasi baskilanan
mRNA'lara yonlendirir (Matkovich vd., 2010). Gen ekspresyonunda yer alan diger
mekanizmalarla karsilagtirildiginda, miRNA'lar protein sentezinden hemen 6nce etki eder ve
gen ekspresyonununda daha dogrudan rol oynayabilir (Ying vd., 2008; Bartel ve Chen,

2004). Ayrica, miRNA'lar kromatin yapisinin degistirilmesinde ve genom stabilitesinin



korunmasinda kilit rol oynamaktadir (Guil ve Esteller, 2009). Ek olarak miRNA'lar; hiicre
biiyiimesi, farklilasma, proliferasyon, apoptoz ve metabolizma gibi ¢esitli fizyolojik ve
patolojik siirecleri diizenleyebilir (Singh vd.,2008; Backes vd.,2010). Bitkilerde agir metal
stresi ile iligkili ¢cok sayida miRNA tespit edilmistir. Bunlarin fonksiyonlar1 genel olarak
yaprak gelisimi, ¢icek organlarin tanimlanmasi, oksin sinyalizasyonu, yaprak polaritesi ve

stres cevabi seklinde siniflandirilabilir.

L. minor bugiine kadar agir metal stresi ¢alismalarinda oldukca fazla tercih edilmis bir
bitki olmasi ancak bu bitkide kadmiyum ve miRNA iliskisi ile ilgili yapilan herhangi bir
caligmaya rastlanilmamistir. Dolayisiyla, bu ¢alismada agir metal ¢alismalarinda oldukga sik
kullanilan hiperakiimiilator Lemna minér bitkisinde kadmiyum varliginda agir metalle
iliskilendirilen 5 farkli miRNA ve bunlarin hedef genlerinin ekspresyon seviyelerinin

incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lemna minor

Tablo 2.1. Lemna minér L. sistematigi

Lemna minor Sistematik
Alem Plantae

Boliim Spermatophyta.
Smif Liliopsida
Takim Arales

Familya Lemnaceae

Tur Lemna minor L.

Lemna mindér, Lemnaceae familyasina ait olan monokotil aquatik bir bitkidir. Vejetatif
olarak boliinen ve ¢ogalan bu bitkiler dairesel yapraklidirlar ve her bir yapragin kokii
bulunur. Govde yapilan kiiclik ve yapraksi yapidan olusan bu bitki suya yar1 batik olarak
veya su ylizeyinde serbest olarak bulunabilmektedir (Saygideger, 1997).

€

o

Lemng
minor

Sekil 2.1: Lemna minor (Kutschera ve Niklas, 2014)



Cogalma hiz1 oldukga yiliksek olan bu bitkiler kloroplasta sahiptir ve fotosentez
yapabilmektedirler. Yapraktaki kiigiik bir hiicre boéliinerek yeni bir yaprak

olusturabilmektedir.

Bu bitki, yapraklarinin tabaninda bir meristematik bolgede olusan yavru bitkilerin
tomurcuklanmasiyla eseysiz olarak biiyiir ve cogalir. Her yaprak¢ik fazla sayida disi

tomurcuk iiretebilmektedir (Saygideger, 1997)

Kis mevsiminde tomurcuklari suyun altinda gelisen Lemna minor’ler, uygun
sicakliklarda tekrar cogalmaya baglarlar. Biiylimesi ve gelismesi durgun sularda olmaktadir.

Bulunduklar1 bolgede hizli tireyen ve baskin duruma gegen bir bitkidir (Akel, 2006).

Bu tiir, tatlh su ekosistemlerinin agir metal igerigini degerlendirmek igin basariyla
kullanilmistir. Lemna minér L. ve Lemna gibba L., sabit veya yavas hareket eden tatli su
kiitlelerinin yiizeyinde yiizen su bitkileri olup genellikle 6trofik su yolu ve havuzlarda yogun
ylizen bir katman olustururlar (Driever vd., 2005). Bu bitkiler farkli ¢evresel kosullara
kolayca uyum saglar. Yiiksek protein igerigine sahiptirler ve su kuslari, baliklar ve kiigiik
omurgasizlar i¢in bir besin kaynagidir ve bir dizi kiigiik organizma i¢in yasam alani saglarlar
(Van Hoeck vd., 2015). Bu nedenle Lemna havuzundaki kirliligin ne kadarinin dokularinda

biriktigini analiz etmek ¢ok onemlidir.

Kiiciik boyutu, basit yapis1 ve hizli biiyiimesi L. minor’ii toksisite testleri i¢in ¢ok
uygun hale getirmektedir (OECD, 2002). Bu yiizden Su mercimegi, mineral ve organik
kontaminasyonu gidermek i¢in atik su aritiminda da kullanilir (Davis vd., 2002; Susarla vd.,
2002). Lemna minér ylksek bir metal biriktirme potansiyeline sahiptir. Su kiitlelerinin hem
pasif hem de aktif biyo-izlenmesi igin gilivenilir bir biyoindikatdr tiir olarak kabul edilir

(Jayasri ve Suthindhiran, 2016).



2.2. Agir Metaller ve Kadmiyum

Biiytik bir kismi bitkilerin beslenebilmesi ic¢in gerekli olan, ancak belirli
konsantrasyonu asinca toksik etki gdsteren, fiziksel dzellik agisindan yogunlugu 5 g/cm? *ten
daha yliksek olan metallere ‘‘agir metaller’” adi verilir. Dogal olarak olusan doksan elementin
53" agir metallerdir (West vd. , 1984). Bu metaller arasinda Fe, Mo ve Mn mikrobesinler
olarak onemlidir, Zn, Ni, Cu, Co, Va ve Cr ise eser elementler olarak yiliksek veya diistik
Onem tastyan toksik elementlerdir. Ag, As, Hg, Cd, Pb ve Sb'nin besin olarak bilinen bir
islevi yoktur ve bitkiler ve mikroorganizmalar i¢in az ya da ¢ok toksik goriinmektedir (Niess,
1999). Agir metallerden kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel, civa, ¢inko vs.
gibi metaller dogalar1 geregi yer kiirede genellikle karbonat, silikat ve stilfiir halinde stabil
bilesik olarak veya silikatlar icinde bagli olarak bulunurlar. Atmosferde, toprakta ve suda
asir1 miktarda hem esansiyel hem de esansiyel olmayan agir metallerin varligi, tim

organizmalar i¢in ciddi sorunlara neden olabilir.

Kadmiyum, bitki biiylimesini ve geligmesini olumsuz etkileyen esansiyel olmayan
(nonessential) bir elementtir. Enerji santralleri, 1sitma sistemleri, metal ¢alisan sanayiler veya
kentsel trafik ile ¢evreye salinir. Elektrokaplama, pigmentler, plastik stabilizatorler ve nikel-
kadmiyum pillerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Sanita ve Gabbrielli, 1999). Sudaki
yiiksek toksisitesi ve yiiksek ¢Oziiniirliigii nedeniyle son derece dnemli bir kirletici olarak
kabul edilmektedir (Pinto vd., 2004). Kadmiyumun toprak-bitki dongiistinde hizli hareket
edebilme yetenegine sahip olmasi besin zincirine dahil olabilmesini saglar ki bu da bitki,

hayvan ve insan saglig1 acisindan tehlike arz eder (Yalgin, 2014).

Kadmiyumun biyolojik sistemler iizerindeki toksik etkileri birka¢ yazar tarafindan
bildirilmis olsa da, Cd toksisitesinin mekanizmalar1 heniiz tam olarak anlasilamamistir
(Sanita ve Gabbrielli, 1999). Kadmiyum, minerallerin topraktan elde edilebilirligi tizerindeki
etkileri veya toprak mikroorganizmalarinin popiilasyonunda bir azalma yoluyla bitkilerin
mineral alimin1 degistirebilir (Moreno vd., 1999). Stomadaki agilma, terleme ve fotosentezin
besin ¢ozeltilerindeki kadmiyumdan etkilendigi bildirilmistir, ancak metal bitkilere topraktan

ziyade besin ¢ozeltilerinden daha kolay alinir (Sanita ve Gabbrielli, 1999). Kloroz, yaprak



katlanmas1 ve bodurluk, bitkilerdeki kadmiyum toksisitesinin ana ve kolayca goriilebilen
belirtileridir. Kloroz Fe eksikligi, P eksikligi veya Mn tasinmasini azaltmis gibi goriinebilir
(Goldbol ve Hutterman, 1985). Cd'nin neden oldugu kok Fe (III) rediiktazin inhibisyonu, Fe
(IT) eksikligine yol agar ve fotosentezi ciddi sekilde etkiler (Alcantara vd., 1994). Genel
olarak, Cd'nin gesitli elementlerin (Ca, Mg, P ve K) ve suyun bitkiler tarafindan alinmasina,
taginmasina ve kullanilmasina miidahale ettigi gosterilmistir (Das vd., 1997). Kadmiyum
stresine maruz kalan bir bitkinin azot metabolizmasinin enzimleri olan nitrat rediiktaz ve
nitrit rediiktazin aktiviteleri azalis gostermektedir. Bu durum bitkilerin nitrat asimilasyonunu
azaltmaktadir. Kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerin su ve iyon aliniminin azalmasinin
en dnemli sebebi kok biiylime ve gelismesini engellemesidir. Aynt zamanda kadmiyum stresi
altindaki bitkilerde stomalarin kapanmasi nedeniyle transpirasyonla su kayb1 azalmakta ve

kadmiyum tasinmasi engellenmektedir (Fodor vd., 1995).

Kadmiyum, lipit peroksidasyonunu uyaran membranlarin fonksiyonunda
degisikliklere ve klorofil biyosentezini inhibe ederek ve CO» fiksasyonunda yer alan
enzimlerin aktivitesini azaltarak kloroplast metabolizmasindaki rahatsizliklara neden olur
(Stobart vd., 1985). Bazi caligmalar oksijensiz stresin oksijensiz radikal iiretimini
indiikleyerek veya enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar1 azaltarak Cd

toksisitesinde rol oynayabilecegini 6ne siirmiistiir (Cho ve Seo, 2004).

Metal iyonlarinin bitkilerdeki farkli hareketlili§ine ragmen, metal icerigi koklerde
genellikle yer {istli dokulardan daha fazladir (Ramos vd., 2002). Cogu cevresel kosulda, Cd
once koklere girer ve sonug olarak Cd hasar1 once koklerde yasanir (Sanitd ve Gabrielli,
1999). Cd, kortikal dokudan koke kolayca niifuz eder ve yer iistii dokulara tagiir (Yang vd.,
1998). Cd koklere girer girmez, organik asitler veya fitoselatinler gibi cesitli ligandlarla
kompleks haline gelen apoplastik veya simplastik bir yoldan (Salt vd., 1995) ksileme
ulasabilir. Normalde, Cd iyonlar esas olarak koklerde tutulur ve siirgiinlere sadece kiigiik
miktarlar taginir (Cataldo vd., 1983). Genelde, bitkilerdeki Cd igerigi su sirayla azalir: kok>
sap> yaprak> meyve> tohum (Blum, 1997).



2.3 Kodlanmayan RNA’lar (non-coding RNA)

Kodlayic1 olmayan RNA'lar (ncRNA'lar), protein g¢evirisi i¢in herhangi bir bilgi
tasimayan, en azindan uzun peptitler icin olmayan bir ribontikleik asit sekanslart sinifidir,
ancak gen ve protein regiilasyonu, RNA birlestirme (Kishore ve Stamm, 2006), kromozom
yapist gibi bircok biyolojik siliregte yer alir. ncRNA'lar uzunluklar1 esas alinarak
siniflandirilir. MikroRNA'lar (miRNA'lar) ~21 niikleotid uzunlugunda kiiclik, kodlayici
olmayan RNA'lardir. Uzun, kodlayici olmayan RNA'larin (IncRNA'lar) uzunluklari ise 200
niikleotidin  lizerindedir. Kodlanmayan RNA’larmn smiflandirilmast  Tablo 2.2°de
gosterilmistir.  Gen ekspresyon profillerinin, klinik bilgilerin ve miRNA-hedef
etkilesimlerinin birlesimi, IncRNA diizenleyici mekanizmalarinin aragtirilmasi igin 1iyi
potansiyeller gostermistir (Zhang vd., 2018). LncRNA'lar transkripsiyonda korunmamasina
ragmen, ekspresyon paterni ve fonksiyonunda korunmus gibi goriinmektedir (Tang vd.,
2017). LncRNA'lar miRNA molekiilleri i¢in haberci RNA'lar (mRNA'lar) ile rekabet edebilir
ve boylece miRNA aracili hedef baskiy1 diizenleyebilir. Bu tip rakip endojen RNA (ceRNA)
karisimi, farkli biyolojik siireclerde ve hastaliklarda yaygin olarak gozlenmistir (Zhang vd.,
2018).

Tablo 2.2: Kii¢iik RNA 'larin Siniflandiriimasi ve Karakteristikleri

Sf Biiyiikliik(nt) Prekiirsorlerin Hareket Mekanizmasi 3’ U¢ Modifikasyonlar Organizma
Yapisi
miRNA 20-23 Hatali Hairpin Translayonel Baskilama Degismemis Memeli
mRNA Boliinme Degismemis Bocek
2’ O Metillenmesi D. rerio
Degismemis Bitki
Degismis ama Karakterize Nematod
Edilmemis C.reinhardtii
Viriis
siRNA 20-23 dsRNA mRNA Boliinme Degismemis Memeli
2’ O Metillenmesi Bocek
Karakterize Edilmemis D. rerio
2’ O Metillenmesi Bitki
Degismemis Nematod
Karakterize Edilmemis S.pombe
Karakterize Edilmemis N.crassa
Karakterize Edilmemis T. brucei




Degismis ama Karakterize C.reinhardtii
Edilmemis Bitki
tasiRNA 21-22 dsRNA mRNA Boliinme 2’ O Metillenmesi Bitki
natsiRNA 21-22 dsRNA mRNA Boliinme 2’ O Metillenmesi Bitki
Sekonder 20-25 dsRNA mRNA Boliinme Degismemis Nematod
SiRNA Karakterize Edilmemis
tncRNA 22 Karakterize Karakterize Edilmemis Karakterize Edilmemis Nematod
hcRNA 24 Edilmemis Kromatin Yapilarinin 2’ O Metillenmesi Bitki
dsRNA Regiilasyonu Karakterize Edilmemis S.pombe
Karakterize Edilmemis T. brucei
rasiRNA 23-28 Putatif ssRNA Kromatin Yapilarmnin 2’ O Metillenmesi Bocek
Regiilasyonu 2’ O Metillenmesi D. rerio
PIRNA 28-33 Putatif ssRNA mRNA Boliinme 2’ O Metillenmesi Memeli
(in Vitro Kanit) 2’ O Metillenmesi Bocek
2’ O Metillenmesi D. rerio
scnRNA 26-30 dsRNA Kromatin Yapilarmin Karakterize Edilmemis Protozoa
Regiilasyonu
21U RNA 21 Karakterize Karakterize Edilmemis Degismis ama Karakterize Nematod
Edilmemis Edilmemis

miRNA'lar ve IncRNA'lar birbirleri ile etkileserek transkripsiyon sonrasi gen ifadesinin
diizenlenmesini saglarlar (He vd., 2018). Giliniimiizde miRNA-IncRNA-mRNA ag yapisinin
arastirilmasina ve agin aralarindaki iligkiyi anlamak i¢in analize tabi tutulmasi konusuna
artan bir ilgi vardir (Xiao vd., 2018; Wu vd., 2015). Bircok miRNA-mRNA ve miRNA-
IncRNA cifti, spesifik genomik bolgedeki ayni iplik veya farkli iplik¢ikler {izerinde bulunur
(Guo vd., 2013).

miRNA'larin, mRNA'larin ve IncRNA'larin kapsamli analizi organizmanin patogenezi
hakkinda bilgi verir. Bu kapsamli analiz Gen Ontolojisi (GO) ve Gen ve Genomlarin Kyoto
Ansiklopedisi (KEGG) yolu, Sanallastirma ve Entegre Kesif icin Veritaban1 (DAVID)
kullanilarak gergeklestirilir (Song vd., 2018). RNA'lar, gen ekspresyon diizenlemelerini
belirlemede kritik bir mekanizma olan ceRNA'lar olarak islev gorebilir (Lu vd., 2018).



Cevrimigi sunucular kullanilarak miRNA-mRNA ve miRNA-IncRNA etkilesimlerinin bir

genomik Slgekte arastirilmasi lizerine ¢aligmalar yapilmistir (Li vd., 2015).

Transkripsiyonel regililasyonu ongérmek i¢in biyoinformatik hesaplama yaklagimlar
kullanilir (Ye vd., 2014). Diizenleyici rollerine dayanarak farklt RNA molekiilleri arasindaki
olast fonksiyonel iligkileri tanimlamak i¢in biitiinlestirici yontem gelistirilmektedir. Son
caligmalarda, diferansiyel olarak ekspres edilmis IncRNA'lar, circRNA, miRNA ve
potansiyel hedefleme genlerinin fonksiyonlar1 GO ve KEGG analizi ile tahmin edilmektedir
(Yang vd., 2017). miRNA'nin biyolojik 6zelliklerine dayanan miRNA-mRNA'nin birlikte
degerlendirilmesi, bu ¢alismalar1 daha da zenginlestirmistir (Meng vd., 2016). miRNA-
mRNA ve miRNA-IncRNA etkilesimleri i¢in genellikle starBase v2.0, TarBase, mirTarBase,
mir2Disease, miRecords (V4.0) veritabanlar tercih edilmektedir(Tang vd., 2018).

miRNA'larin bilinen bir islevi, hedef miRNA'larin, hedef mRNA ile baz eslesmesi
yoluyla protein ifadesini diizenlemektir. Bir¢ok arastirma grubu Arabidopsis, Drosophila ve
insanda miRNA hedeflerini tahmin etmek i¢in hesaplama yontemleri gelistirmistir. Bu

yontemler Sekil 2.2°de gosterilmistir (Meng vd., 2014).

- - - mMiRNA-MRNA
mMRNA ——» mMRNA Veri Onislemesi __: PSRNA Hedef —» Etkilesimi

|5 MiRNA-mRNA-IncRNA__

miRNA — mIRNA Veri Onislemesi | e
1 i Onislemesi |-} mMIiRNA-INCRNA ||
INcRNA ——» INcRNA Veri Onigslemesi —» TAPIR > Etkilesimi
- | = Vektsr Regresyon miRNA-INncRNA Ag Yapimi ve
Fonksiyonel Notlar RNA Hedef Tahmini Destegi - Etkilesimi Analizi -

Sekil 2.2. miRNA Hedef Tahmin Semasi

Stres kosullar1 sirasinda, bitkiler, mikroRNA'lar (miRNA) tarafindan transkripsiyon
sonrast gen ekspresyonu dahil olmak iizere gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in karmasik

mekanizmalar kullanir. Hayvan miRNA'larimin aksine, bitki miRNA'larinin ¢cogu hem tohum
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cimlenmesi hem de bitki biiyiimesi sirasinda yer alan transkripsiyon faktorlerini diizenler (Lu

vd., 2018).

Bitkilerde, miRNA'lar genellikle kodlama yerlerinde mRNA ile eglesir ve RNA
bozunmasi yoluyla hedeflerini sustururlar. Ayrica besin eksikligi ve fazlali§i durumunda
bitki tepkilerinde rol oynadiklar1 bilinmektedir (Lu vd., 2018). Arabidopsis'e ek olarak, son
caligmalarla miRNA'lar ve biiylime-gelisme sirasinda ve farkli stres kosullar1 altindaki
fonksiyonlar1 hakkinda transkripsiyon sonrasi siire¢ bilgisi, ¢esitli bitkilerde gosterilmistir

(Bartel, 2004).

2.4. miRNA Biyogenezi

miRNA'lar, uzunlugu 20 ila 24 niikleotid arasinda degisen kodlayici olmayan RNA
molekiilleridir (Jones-Rhoades vd., 2006). miRNA genleri (veya miR genleri) tipik olarak
intergenik bolgelerde bulunur. Baz1t miRNA'lar genomda kiimelenir ve biiyiik olasilikla uzun

polisistronik RNA'lar olarak transkripsiyonlanir.

NUCLEUS

> Target
mRNA
@ y—
Unwind/Cleavage @
D D

\ Mature miRNA Bﬂ-‘ @ Target

mRNA
Degradation A/ miRNA*

o,

mRNA Cleavage

Sekil 2.3. Bitkilerde miRNA Biyogenezi (Djami-Tchatchou vd., 2017)
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Boylece miRNA'larin biyogenezi (Sekil 2.3.) spesifik miR genlerinin RNA polimeraz
II tarafindan uzun birincil transkriptlere (pri-miRNA'lar) kopyalandig1 ¢ekirdekte meydana
gelir (Bartel, 2004). Bunlar, 6zel olarak modifiye edilmis bir niikleotid ile 5’ ucunda
baskilanmis ve 3’ ucunda birka¢ adenozin ile poliadenilatlanmis tipik transkriptlerdir
(Pantaleo vd., 2010). Pri-miRNA'lar daha sonra hiponastik yapraklar-1 (HYL1) ve serrat
(SE) gibi diger proteinlerle birlikte DICER-LIKE (DCL1) ad1 verilen RNaselll benzeri
enzimler tarafindan miRNA oOncililerine ayrilir. Bu sac¢ tokasi ilmekli yapilar ayrica
sitoplazmada degil ¢ekirdekte miRNA-miRNA dupleksleri olusturmak i¢in DCL1 tarafindan
islenir (Papp vd., 2003). Dubleksler korunmus S-adenosil-L-metiyonine bagimli RNA
metiltransferaz, HUA arttiric1 1 (HEN1) tarafindan 3’ ucunda metillenir (Sun vd., 2012) ve
EXPORTINS, HASTY bitki homologu ile sitoplazmaya gonderilir (Peldez vd., 2012).
Burada, dubleksler, ARGONAUTE (AGO) proteinlerini iceren RNA'nin neden oldugu
susturma kompleksine (RISC) yiiklenir. RISC yiiklemesinden sonra, miRNA-miRNA
dupleksleri oncelikle AGO1 proteini tarafindan agilir (Arribas-Herndndez vd., 2016). Son
olarak, olgun miRNA RISC'yi tamamlayict hedef mRNA'lara yonlendirir. Hedef mRNA'ya
yliksek homolojisi olan miRNA'lar, mRNA'nin bolgeye 6zgii boliinmesine yol agarken, hedef
mRNA ile kusurlu baz eslesmesine sahip miRNA'lar, translasyonel baskiya veya mRNA
degradasyonuna yol acar (Sun vd., 2012).

2.5. miRNA {liskili Gen ifadesi Diizenlenmesi

miRNA’larin cesitliligi onlarin bir genomda kodlanan hemen hemen herhangi bir
RNA'ya spesifik olarak baglanmasi icin yeterlidir, boylece bitki biyolojisinin hemen hemen
her yoniinii diizenler ve genellikle transkripsiyon faktorleri (TF) tarafindan kontrolii etkiler.
Artik bir miRNA'mim karsilik gelen hedef mRNA'ya baglanmasinin, hedef mRNA'nin
bozulmasina ve hedef mRNA ile kusurlu eslestirmenin translasyonel baskiya yol agtigi
gosterilmistir (Sun, 2012). Bozulma ile birlikte hedef mRNA'larin ve mRNA bozunmasinin

dengesizlesmesine yol agan poli (A) kuyrugunun ¢ikarilmasini baglatir (Guleria vd., 2011).

Transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu baskilayici rollerine ek olarak, miRNA'lar

transkripsiyonu giliclendirmek ve transkript kopya sayisinda rastgele olusan yapilar
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engellemek i¢in transkripsiyonel susturma yoluyla biyolojik siireglere saglamlik
kazandirmaya yardimei olabilir (Ebert, 2012). Farkli uzunluklardaki miRNA'lar, ayn
miRNA geninden uzunluk olarak heterojen olan miRNA'larin yani sira farkli genlerden de
iretilebilir (Starega-Roslin vd., 2011). Cogu bitki pre-miRNA's1, 21 nt uzunlugunda olgun
miRNA {iretmek icin DCLI tarafindan islenir, ancak DCL'ler 2-4 nt farkli uzunluklar
tiretmek icin de dahil edilebilir (Jeong, 2016). Bu tiir miRNA heterojenligi, miRNA

havuzlarini ¢esitlendirir ve potansiyel olarak diizenleyici potansiyellerini artirabilir.

2.6. Bitki miRNA’larmin Gorevleri

Bitki miRNA’lar post-transkripsiyonel olarak genlerin baskilanmasinda gorev aldigi
gibi; ayn1 zamanda da bitki biiylimesi, bitki ¢i¢ceklenmesi, oksin sinyalizasyonu, yaprak ve
kok gelisimi, biyotik ve abiyotik streste gorev almaktadirlar. Daha 6nce yapilan ¢caligmalarda

bulunan miRNA’lar ve bu miRNA’larin gorevleri Tablo 2.3°de gosterilmistir (Kaplan, 2017).

Tablo 2.3. miRNA larin gérevieri (Kaplan, 2017)

miRNA
Rolii Aileleri Etki Ettigi Gen Aileleri

miRNA160 | ARF10 (oksin cevap faktoru 10)

NACI (NAC domain transkripsiyon
miRNA164 | faktor 1)

miRNA167 | ARF8 (oksin cevap faktoru 8)

miRNA390 | ARF (oksin cevap faktoru) TIR1
miRNA393 | TIR1 (taGmma inhibitdr cevap TF 1)
miRNA159 | MYB (mapkinaz transkripsiyon faktor)
NACI (NAC domain transkripsiyon
Yaprak gelisimi miRNA164 | faktor 1)

miRNA166 | HD-ZIPIII (homedomain lusin zinciri TF)
miRNA172 | AP2 (apatela 2 DNA baglanma proteini)

Oksin sinyalizasyonu
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miRNA319

TCP (TF)

Yaprak polaritesi

miRNA166

HD-ZIPIII (homedomain lusin zinciri TF)

miRNA168

AGOI1 (argonaute 1)

miRNA390

ARF (GAP domain 1)

Cigek organlar

tanimlanmasi

miRNA160

ARF10 (oksin cevap faktorii 10)

miRNA164

NACI (NAC domain transkripsiyon
faktor 1)

miRNA172

AP2 (apatela 2 DNA baglanma proteini)

miRNA319

TCP (TF)

miRNA156

SBP (sulfat tasiyici)

miRNA159

MYB (mapkinaz transkripsiyon faktor)

Stres cevabi

miRNA156

SBP (sulfat tasiyici)

miRNA159

MYB (mapkinaz transkripsiyon faktor)

miRNA160

ARF10 (oksin cevap faktorii 10)

miRNA167

ARFS (oksin cevap faktorii 8)

miRNA168

AGOL1 (argonaute 1)

miRNA169

NFY (gekirdek TF)

miRNA171

SLC (nitrat rediiktaz)

miRNA319

TPC (TF)

miRNA393

TIR1 (tasima inhibitdr cevap TF 1)

miRNA395

APS (adenozin fostat kinaz)

miRNA396

GRF (niikleer resoptor)

miRNA397

Laktaz

miRNA398

CSD (biiyiime faktorii)

miRNA399

UBC24 (ubiqutin konjugasyon enzimi)

miRNA408

Plastosiyanin

miRNA’larin kontroli

miRNA162

DLC1 (Dicer enzimi)

miRNA168

AGOI1 (argonaute 1)

miRNA403

AGO?2 (argonaute 2)

Diger

miRNA158

Atlg64100 (Arabidopsis thaliana TF)
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miRNA161 |PPR (DNA motifi)
miRNA163 | Atlg66700 (Arabidopsis thaliana TF)
miRNA173 | At3g28460 (Arabidopsis thaliana TF)

2.7. miRNA ve Cd Toksisitesi

Cd stresi icin miRNA'lar ve iliskili gen karakterizasyonu, agir metal toleransi i¢in bitki
molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasina yardimer olmaktadir (Fang vd., 2013). Brassica
napus’ta yapilan bir calismada miR156, miR171 ve miR396a transkriptlerinin asagi regiile
edildigi gosterilmistir (Zhou vd., 2012). Farkli Cd seviyelerine maruz birakilan Medicago
bitkilerinde miRNA'lar modifiye edilmis ekspresyon profilleri sergilerken, bunlar arasinda
miR393, miR171, miR319 ve miR529"un yukan regiile oldugu, miR166'nin asag: regiile
edildigi bildirilmistir (Zhou vd., 2008). miRNA ekspresyonunun bu diisiik regiilasyonu,
Cd'ye bagli hasarlar1 azaltmak i¢in CSD1 / CSD2 transkriptlerini indiiklemistir. Bu sonuglar,

bitki metal stres yanit1 diizenlemesinde bazt miRNA'larin 6nemini gostermistir.

Metalle diizenlenen miRNA'larla ilgili ¢alismalar, bitkilerdeki c¢esitli metabolik
siireglerin diizenlenmesi ile iliskili cesitli hedefleri ortaya koymaktadir. Ornegin, Ding vd.,
(2011), mikroarray deneyi kullanilarak 1 giin boyunca 60 uM CdCl2 e maruz kalan piring
fidelerinde 19 miRNA tanimlamistir. Tanimlanan miRNA'lar arasinda bazilari, 6rnegin
miR162a, miR166m, miR171b, miR390, miR168b ve miR1561 baska deneyler yapilarak da
tanimlanmigtir. Cd stresine cevap veren miRNA'lar arasinda bulunan miR171 ve miR393’iin
Medicago truncatula, B. napus ve O. sativa'da Cd stresini tolere etme islevi Sekil 2.4’°te

gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Agir Metallere Yanit Olarak Ekspresyonu Degisen Bitki miRNA'lari (Noman ve Ageel, 2017)

miR393"in Cd stresi sirasinda uyarilmasi TIR1 / mRNA seviyesini arttirmistir. Bu
durum, oksin sinyalinin asagi regiilasyonunda ve muhtemelen protein proteolizini hedefleyen
E3 ubikitin ligazinin azalmastyla sonuglanir. Ek olarak, Cd'ye maruz kalma ile kars1 karsiya
olan transgenik bitkiler yabani tip bitkilerle karsilastirildiginda, biiyiime 6zellikleri, klorofil,
glutatyon ve protein olmayan tiol igeriklerinin arttig1 bildirilmistir. Eszamanli olarak, bu
miRNA, siilfat tastyict 1-1 (Sultrl-1) gibi metal tolerans genlerinin yukarn regiilasyonu ve

daha belirgin ekspresyonuna neden olmustur (Zhang vd., 2013).

Normal kiikiirt varliginda miR395 ekspresyonunun Cd'ye maruz kalan bitkilerin aksine
tim dokularda sifir olmasi1 beklenir. Cd stresi toprakta kiikiirt eksikligi ile ayni tepkiyi
gosterdigi diisiiniildiiglinden miR395 ekspresyonunun bu stres altinda artmasi beklenir.
miR395 bazli Cd toleransinda biiylik olasilikla topraklardan daha fazla kiikiirt elde edilmesi
amaclanmaktadir. Bu bulgu ile, Cd stresinin siilfat eksikligi gibi hemen hemen ayn1 etkiye
sahip oldugunu kanitlanmaktadir. Artan miRNA ekpresyonu Sultrl-1 hedef genini
baskiladigindan hedef genin ekspresyon seviyesi diisecektir. Ayrica miR159 ve miR167 igin
iki dogal dirence bagli makrofaj proteini; (NRAMP) tipi metal tagiyici ile bir ABC tasiyicist
taninmistir. Bunlar metal alimi ve translokasyona katilir. Verilen tasiyici faaliyetlerindeki
degisiklik, bitkilerin metal stresine tolerans gostermesine neden olabilir (Krdmer vd., 2007;
Xu vd. (2013), Cd-stresli bitkilerde farkli ekspresyonu olan yeni miRNA ailelerini
gozlemlemislerdir. Cd'ye duyarli miRNA hedef genleri, fit selatin sentaz-1, demir ve ABC
tasiyici proteinleri olarak belirlenmistir (Xu vd., 2013). Farkli Cd seviyelerine yanit olarak

farkli tahil bitkilerindeki 6zetlenmis bulgular, Cd toksisitesi sirasinda miRNA'larin
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tomurcuklanma fonksiyonunu gdsterir. Sonug olarak, spesifik TF'leri, enzimleri veya diger
proteinleri iceren ileri deneyler, Cd'nin neden oldugu toksisiteyi ndtralize etmek i¢in daha iyi

irlin yonetimi stratejileri tasarlamamizi kolaylastiracaktir.

2.8. miR156 ve SPL Iliskisi

Bitkilerdeki filiz gelisimi, her fazda iiretilen lateral organlarin karakterine bagl olarak
farkli fazlara ayrilabilir (Rs, 2013). Bu fazlar, geng vejetatif, yetiskin vejetatif ve bir tireme
evresinden ve filizin lirettigi gecis donemlerinden olusur. miR 156 ve onunla yakindan iligkili
miRNA, miR157, filizden itibaren vejetatif gelisimin (vejetatif faz degisimi) eriskin fazina
gecisin ana diizenleyicileridir (Wu ve Poethig, 2006). miR156 / miR157, filiz gelisiminde
erken iretilen organlarda yliksek seviyelerde ifade edildigi ve hedefleri olan Squamosa
Promotor Baglayict Protein (SBP) transkripsiyon faktorlerinin ifadesini, bastirdiklari
goriilmiistiir (Rhoades vd., 2002; Wang vd., 2011). Vejetatif faz degisikligi, miR156 / 157
ekspresyonundaki bir diisiis ve bunun sonucunda yeni olusan organlarda SBP genlerinin
ekspresyonundaki artisla baglatiir (Wu vd., 2009). Bu SBP genleri eriskin vejetatif
ozelliklerin gelisimini ve ayrica bazi tiirlerde ¢igek olusumunun uyarilmasini destekler

(Wang, 2014). Mekanizma Sekil 2.5’te gdsterilmistir.
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Sekil 2.5 miR156 ve SPL Iliskisi (Chen vd., 2010)

Arabidopsis, 10'u miR156 tarafindan hedeflenen 16 SBP-LIKE (SPL) genine sahiptir
(Cardon vd., 1999). Bu genler, korunmus DNA baglanma domainlerinin SPL3 / SPL4 /
SPL5, SPL9 / SPL15, SPL2 / SPL10/ SPL11, SPL6 ve SPL13A / B'nin amino asit dizisine
dayanarak bes sekilde gruplandirilabilir (Xie vd., 2006). Transgenik bitkilerin korunmus
olarak miR156'y1 asir1 ekspres eden fenotipi, bu SPL genlerinin; vejetatif faz degisimi,
cigeklenmenin uyarilma zamani, yaprak baglatma orani, siirgiin dallanmasi, antosiyanin ve
ciceklenme sap1 iizerinde trikom {iretimi, stres tepkileri, karotenoid biyosentezi ve doku
kiiltiirlinde siirgiin rejenerasyonu ve lateral kok gelisiminde gorevli olduklarini géstermistir
(Yamaguchi vd., 2009). Bununla birlikte, bu islemlerde ayr1 SPL genlerinin rolii hala tam

olarak anlasilamamustir.

Bireysel SPL genlerinin islevi, 6ncelikle bu genlerin miR156-direngli versiyonlarini
kendi promotorleri veya yapisal olarak ifade edilen Karnabahar Mozaik Viriisii 35S
promotoriiniin diizenlemesi altinda eksprese eden bitkilerin fenotiplerini karakterize ederek
arastirilmistir. SPL2, SPL9, SPL10, SPL11, SPL13 ve SPL15'in kdk ve siirgiin gelisiminde
cesitli siirecleri kontrol ettigi goriiliirken, SPL3, SPL4 ve SPL5’in Oncelikle ¢igeklenmeyi
destekledigi belirlenmistir (Wang vd., 2009). Bununla birlikte, ¢ogu durumda, bu asir1
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ekspresyon fenotipinin bu genlerin normal fonksiyonunu yansitip yansitmadigi
bilinmemektedir, ¢linkii fonksiyon kaybi fenotipleri karakterize edilmemistir. Bu ailenin en
1yi karakterize edilmis tiyeleri SPL9 ve SPL15'tir: Bu genlerin asir1 ekspresyonu vejetatif faz

degisimini hizlandirir (Usami vd., 2009).

miR156'nin ¢igek gecisi sirasinda ve sonrasinda SPL aktivitesinin diizenlenmesinde
kii¢iik bir rol oynadiginit ve SPL15"in ¢igeklenme i¢in 6nemli oldugunu, ancak ¢iceklenme
gelisiminin sonraki asamalari i¢in 6nemli olmadigini gostermektedir. Yapraklarda miR156
seviyesi diistiikce, bazt SPL genlerinin ekspresyonu 6nemli dlcilide artarken, digerleri giiglii
bir sekilde bastirilmis olarak kalmistir. SPL aktivitesindeki gegici artislarin ¢igeklenmeyi

erken tesvik etmesini dnlemek i¢in 6nemli olabilir (Kasschau vd., 2003).

miR156, ciceklenmenin sadece uygun cevresel kosullar altinda ger¢eklesmesini
saglayarak dolayli olarak bu siireci diizenleyebilir. miR156, SPL transkriptlerini bolerek
(Ronemus vd., 2006) ve translasyonel baskilarini artirarak (Brodersen vd., 2008) SPL gen

ekspresyonunu bastirir, ancak bu aktivitelerin goreceli 6nemi hala bilinmemektedir.

2.9. miR159 ve MYB iliskisi

miR 159 ailesi, ¢ogu kara bitkisinde bulunan en eski (> 400 milyon yil) miRNA
ailelerinden birini temsil eder (Axtell ve Bartel, 2005). Biyoinformatik tahmin ve deneysel
dogrulama yoluyla, miR159'un arpa ve piring gibi monokotiledonlar, (Tsuji vd., 2006) ve
Arabidopsis gibi dikotiledon olan ¢esitli bitki tiirlerinde bir GAMYB veya GAMYB benzeri
gen ailesinin ekspresyonunu diizenledigi bulunmustur. Bu tiirleri ayiran énemli evrimsel
mesafeye ragmen, bu MYB genlerindeki miR159 baglanma bdlgesi hem pozisyonda hem de
stirayla korunur. Bu giiclii koruma, miR159-MYB iliskisinin gii¢lii bir secici bask1 altinda
oldugunu ve muhtemelen kritik bir islevi yerine getirdigini gostermektedir. Bu GAMYB
genleri, gibberellin (GA) sinyal transdiiksiyonunda yer alan R2R3 MYB transkripsiyon
faktorlerini kodlar. Rolleri, programlanmis hiicre 6liimiinii (PCD) tesvik etmek olan anterler
(tapetum) ve tohumlarda (aleurone) karakterize edilmistir. Ornegin, piringte, tapetum
PCD'ye giremedigi ve dejenere olmadigi i¢in gamyb mutant1 erkek sterildir (Aya vd., 2009).
Ayni sekilde bu islev kaybi, miR159'un iki ana hedef geni olan MYB33 ve MYB65'in
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mutasyonu olan Arabidopsis'te, dejenere olmayan bir tapetum nedeniyle erkek kisirligi ile
sonuclanir (Millar ve Gubler, 2005). Hem tahilda hem de Arabidopsis'te miR159'un asir1
ekspresyonu erkek sterilitesiyle sonu¢lanmaktadir ve bu da GAMYB anter fonksiyonunun
giiclii bir sekilde korundugu anlamina gelir. Tohumda, arpa veya Arabidopsis'teki GAMYB
ekspresyonu aleurone vakulasyonunu, ayrica GA aracili PCD siirecini destekler (Alonso-
Peral vd., 2010). Bu nedenle, miR159 aktivitesinin zayif oldugu tohumlarda, bu GAMYB
benzeri genlerin eksprese edildigi ve korunmus bir PCD fonksiyonunu destekledigi
goriilmektedir. Aksine, miR159-MYB yolunun vejetatif dokulardaki fonksiyonel rolii o
kadar net degildir (Alonso-Peral vd., 2012).

miR 159un gelisimdeki rolii Arabidopsis'deki genetik analizden ileri siiriilmiistiir. Daha
once, 3 Arabidopsis miR159 ailesi iiyesi miR159a-c i¢in islev kaybi1 mutasyonlari
gosterilmistir. U¢ tek mutantin hicbirinde bir fenotip gdsterilmemistir, ancak miR159ab gift
mutant1, bodur biiylimeyi ve yuvarlak, yukar1 dogru kivrilmig yapraklar igeren pleiotropik
gelisimsel kusurlar sergilemistir (Allen vd., 2010). miR159 ve MYB mekanizmasina ait
gorsel Sekil 2.6°da verilmistir.
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Sekil 2.6 miR159 ve MYB Iliskisi (Guo vd., 2017)

miR159un Arabidopsis'te yaklasik 20 farkli hedef geni diizenledigi tahmin edilmekle
birlikte, bu deneyler Arabidopsis bitkisel dokularinda bulunan oldukga aktif bir miR159-
MYB33 / MYB65 yolunu tanimlamistir. Her ne kadar MYB33 i¢in ¢igeklenmenin
desteklenmesinde bir rol Onerilmis olsa da, Landsberg erecta ekotipinde asirt miR159
ekspresyonu MYB33 transkript diizeylerini diisiirdiigi ve c¢iceklenmeyi geciktirdigi
goriilmiis (Achard vd., 2004) olsa da, Columbia ekotipinde bdyle bir etki goriilmemistir
(Schwab vd., 2005). Ilging bir sekilde, diger yiiksek oranda korunmus miRNA'lara benzer
sekilde, miRNA seviyelerinde degisikliklerin nicellestirildigi sayisiz ¢aligma, miR159'un bir
dizi farkh tiirdeki gesitli streslere bir tepki vermesine neden olmustur. Buna kuraklik,
tuzluluk, soguk, 1s1, UV 15181, su basmasi, agir metal, virlisler veya bakteri gibi biyotik
streslere yanit dahildir. MYB aktivitesinin vejetatif biliylimeyi etkileyebilecegi

diisiiniildiiglinde, ifadesi stres sirasinda biiyiimeyi ayarlayabilir (Kitazumi vd., 2015). Bu
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degisikliklerin bu streslere 6nemli fizyolojik tepkiler verip vermedigi ve herhangi bir
potansiyel roliin yaygin olarak korunup korunmadig: belirsizdir. Bu nedenle, miR159-MYB
bircok tiirde giiglii bir sekilde korunmasina ragmen, bu yolun bitkisel dokularda hangi

fonksiyonel rolii oynadigi bilinmemektedir.

2.10. miR171 ve GRAS iliskisi

21 niikleotid uzunlugundaki miR171 familyasi, angiosperm bitkiler arasinda olduk¢a
korunmustur (Zhu vd., 2015). miR171 genlerinin say1s1 ¢esitli bitki tiirleri arasinda degisir.
Ormegin Arabidopsis'de ii¢ kopyasi vardir (miR171a, b ve ¢ gibi). Arpa, Brachypodium,
piring ve musir sirasiyla iki, dort, dokuz ve 14 miR171 izoformuna sahiptir (Curaba vd.,
2013). miRBase'de listelenen nodiil de dahil olmak iizere ¢esitli dokulardan tiiretilmis kiiglik
RNA kiitiiphanelerinin siralanmasiyla tanimlanan 21 soya fasulyesi miR171 geni vardir (Yan
vd., 2015). miR171’in GRAS transkripsiyon faktorii ailesinin {iyelerini hedefleyerek ¢esitli
bitki biliylime ve gelisme siireglerini diizenledigi bilinmektedir. Bu ailenin adi GAI
(Gibberellic Asit Sensitifi), RGA (GAI Temsilcisi) ve SCR (Scarecrow) transkripsiyon
faktorlerinden tiiretilmistir (Fiorilli vd., 2015). miR171'in en iyi incelenen iki hedefi,
Scarecrow-Like (SCL) ve Nodulasyon Sinyal Yolu 2 (NSP2) transkripsiyon faktorleridir
(Hirsch vd., 2009).

Arabidopsis'te miR171, apikal meristem ve aksiller meristem i¢in kritik olan SCL6-II,
SCL6-III ve SCL6-1V de dahil olmak tizere ti¢ SCL6 genini hedef alir. miR171 onciillerinin
asir1 ekspresyonu, aksiller tomurcuk olusumunu inhibe ederek ve ¢icek sayisini baskilayarak
Arabidopsis'te siirgiin yapisin1 degistirmistir (Schulze vd., 2010). Ek olarak miR171, SCL6,
SCL22 ve SCL27 mRNA'larin1 hedefleyerek klorofil biyosentezini de diizenler. SCL27,
fotosentez i¢in 6nemli bir 1sikla indiiklenebilir enzim olan Protoklorofil Oksidorediiktaz C
(PORC) ekspresyonunu kontrol eder (Pattanayak ve Tripathy, 2011). Arpa (Hordeum
vulgare L.) gibi monokotiledonlarda, Hvu pri-miR171a'nin ektopik asir1 ekspresyonu, kisa
boy uzunlugu, gecikmis ciceklenme siiresi ve kismen steril sivri uglar gibi pleiotropik

etkilerle sonuglanmistir (Curaba vd., 2013).
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2.11. miR395 ve SULTR?2 Iliskisi

Arabidopsis thaliana'da, topraktan siilfat alimi SULTR1-1 ve SULTRI-2 genleri
tarafindan kodlanan iki siilfat tasiyicisi ile iligkilendirilir. Uyarilan SULTR1-1 diisiik siilfat
kosullar1 altinda stilfat alimindan sorumluyken, SULTRI1-2 koklerle topraktan siilfatin
alimin1 gergeklestiren proteini kodlar (Yoshimoto vd., 2002). Alinan stilfat, ¢esitli birincil ve
ikincil metabolitlerin sentezi i¢in ¢esitli yerlere taginir. SULTR1-3 tarafindan kodlanan floem
lokalize siilfat tasiyici, siilfiiriin kaynaktan organlara yeniden dagilimina aracilik eder
(Yoshimoto vd., 2003). SULTR3-5 tarafindan kodlanan protein, SULTR2-1'in kok
vaskiilatiiriindeki siilfat tasima kabiliyetini arttirir (Kataoka vd., 2004a). Alimdan sonra,
siilfat ya hiicre vakuoliinde depolanir ya da plastidlerde asimile edilir. Siilfat asimilasyon
yolu, sistein, metiyonin ve glutatyon sentezi i¢in azaltilmis kiikiirt saglar. ATP siilfiirilaz,
siilfat asimilasyon yolundaki ilk enzimdir. Arabidopsis thaliana'da ATP siilfiirilaz
izoformlarin1 kodlayan dort APS geni (APS1, APS2, APS3 ve APS4) vardir. APS1, APS3
ve APS4 proteinlerinin plastidlere lokalize oldugu tahmin edilirken, APS2'nin sitozolde islev
gosterebilecegi tahmin edilmektedir (Hatzfeld vd., 2000). Siilfat, daha sonra kiikiirt iceren
metabolitler olusturmak {izere azaltilan adenosin 5 fosfosiilfat olusturmak i¢cin ATP siilfiirilaz

tarafindan aktive edilir (Saito, 2004).

Son arastirmalar, miR395'in kiikiirt eksikligi ile uyarildigini ve ayn1 metabolik yolda
koordineli olarak iglev goren iki gen grubunu hedefledigini gostermistir (Jones-Rhoades ve
Bartel, 2004). miR395'in siilfat acligi sirasinda uyarilmasi ve hedeflerinin cevaplari,

miRNA395'in kiikiirt agligia yanit verdigini géstermektedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 miR395 ve SULTR?2 Iliskisi (Liang vd., 2010)

miR395, monokotiledonlar ve dikotiledonlar da dahil olmak iizere c¢esitli tiirlerde
tanimlanmis korunmus bir mikroRNA'dir. Arabidopsis'te (miRBase, siiriim 11.0) 6 birincil
transkriptten kaynaklanan 6 miR395 tiiri (a — f) tanimlanmistir (Griffiths-Jones, 2004).
Siilfat sinirlamasi sirasinda miR395'in ekspresyonu yiiksek oranda uyarilir (Jones-Rhoades
ve Bartel, 2004). Cesitli besin yoksunlugu kosullar altinda (C, N, P, K, Fe, Cu, S gibi),
sadece siilfat eksikligi miR395'in ekspresyonunu indiiklemistir (Hsieh, vd., 2009). Bu kanut,
miR395'in 6zellikle siilfat eksikliginde tepki verdigini gostermektedir. Onceki calismalar
miR395'in  Arabidopsis'te APS genlerini (APS1, APS3 ve APS4) ve SULTR2-1'i
hedefledigini gostermistir (Kawashima vd., 2009). SULTR2-1 mRNA filizde azalir, ancak
koklerde artar. Bu dort hedef genin, Arabidopsis thaliana'da miR395 tarafindan pargalandigi
tespit edilmistir (Jones-Rhoades ve Bartel, 2004). Kawashima ve arkadaslarinin 2009°da
yaptig1 bir caligmada siilfat acligi sirasinda APS1 ve APS4 transkriptlerinin ve siirgiin
SULTR2-1'in asag1 regiile edildigini, ancak APS3 ve kok SULTR2-1 transkriptlerinin
genellikle hedef genlerini negatif olarak diizenlemelerine ragmen yukar1 regiile edildigi
gbzlemlendi. Son c¢aligmalar, siilfat aglig1 sirasinda kok SULTR2-1 mRNA ve miR395
arasindaki pozitif korelasyonun ortligmeyen dokuya 6zgili ekspresyondan kaynaklandigini

ortaya koymustur (Kawashima vd., 2009).
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2.12. miR396 ve GREF iliskisi

miR396 son zamanlarda Arabidopsis ve piringte tanimlanan bir miRNA ailesidir
Arabidopsis'te miR396'in iki lokusu (miR396a ve miR396b) vardir ve bunlarin ekspresyonu
hem northern blot analizi hem de polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile tespit edilmistir.
Yapilan arastirmalar dogrultusunda, miR396'nin sirastyla 7 Biiylime Diizenleyici Faktor
(GRF) genini ve ayrica sirastyla Rodenaz benzeri bir proteini ve kinesin benzeri bir proteini
kodlayan iki ek geni (At2g40760 ve At4g27180) hedefledigi tahmin edilmektedir (Jones-
Rhoades ve Bartel, 2004). Bitki GRF genleri, bitki yapragi biiytimesindeki rolleri olan

varsayilan bir transkripsiyon faktorleri ailesini kodlar (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 miR396 ve GRF Iliskisi (Liu vd., 2009)

Arabidopsis'te, GRF gen ailesinin 9 {iyesi vardir ve bunlarin ¢ogu aktif olarak
biliyiiyen ve gelisen dokularda gii¢lii bir sekilde ifade edilir. AtGRF1 ve AtGRF2'yi asiri
eksprese eden transgenik bitkiler daha biiyiik yapraklara ve kotiledonlara sahipken, AtGRF1-
AtGRF3 icin elde edilen mutantlar yabani tip bitkilerden daha kiiciik yapraklara ve
kotiledonlara sahiptir (Kim, Choi ve Kende, 2003). Benzer sekilde, atgrf5 mutant bitkileri,
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hiicre sayisinin azalmasi ve AtGRF5'in asir1 ekspresyonu nedeniyle dar yaprakli fenotipler
sergiler ve yaprak primordial ve artan yaprak biiylimesinde hiicre proliferasyonunu arttirir
(Horiguchi vd., 2005). GRF'ler ve GIF1, yapraklarin biiyiimesini ve seklini diizenlemede yer

alan transkripsiyon faktorlerinin kompleksleri olarak islev goriir (Kim ve Kende, 2004).

miR396'nin 6 GRF genini hedefledigi tahmin edilip dogrulanmis olmasina ragmen,
miR396'min GRF gen ekspresyonu ve bitki yaprak biiyiimesinin diizenlenmesindeki roliinii
dogrudan ele alan hi¢bir molekiiler genetik analiz yapilmamistir. Transgenik bitkilerin dar
yaprak fenotipi, sadece ongoriilen 6 GRF hedef geninin degil, ayn1 zamanda GRF ile
etkilesen bir proteini kodlayan GIF1'in bastirilmis ifadesi ile de iliskilendirilmistir. Ek olarak,
transgenik miR396-asir1 eksprese eden bitkiler stomada daha diisiik yogunluklara sahiptir ve
yabanil tip bitkilere gore kuraklifa daha toleranshidir. Bu sonuglar miR396'nin GRF gen
ekspresyonunu baskilayarak bitki yapragi biliylimesi ve gelismesinin diizenlenmesindeki

roliinii kuvvetle desteklemektedir (Liu vd., 2009).

2.13.miRNA Arastirmalarinda Kabul Edilen Molekiiler Teknikler

2.13.1. miRNA izolasyonu, Tammlanmasi ve Karakterizasyonu i¢in Yaklagimlar

miRNA'larin izolasyonu, tanimlanmasi ve islevlerini agiklamak i¢in ilk adimi temsil
eder. miRNA'lar Oncelikle dogrudan klonlama, sekanslama, genetik tarama ve
biyoinformatik tahminlerle kesfedilmistir (Schommer vd., 2012). miR 156, miR159, miR 164,
miR171, vb. gibi ilk bitki miRNA'lari, kiiciik RNA popiilasyonlarinin izole edilmesi,
klonlanmasi ve sekanslanmasi yoluyla Arabidopsis thaliana'da gdsterilmistir (Reinhart vd.,

2002).

Son 10 y1lda, bitkilerdeki binlerce miRNA'y1 tanimlamak i¢in hem hesaplama stratejileri hem
de deneysel yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitki miRNA'lar1i, hedef mRNA'larina
yliksek derecede dizi benzerligi gosterir ve korunan miRNA'lar, NCBI-BLAST (Temel Yerel

Hizalama Arama Araci, www.ncbi.nlm.nih.gov) veritabani tarafindan gosterilmistir. ilk
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deneysel yontemler, bitkilerdeki miRNA'lar1 tanimlamak ve fonksiyonel olarak analiz etmek
icin dogrudan klonlamay1 ve genetik taramaya dayanan yaklasimlari igeriyordu (Reinhart
vd., 2002). Son yillarda, diger bir yontem olan yeni nesil sekanslama (NGS) teknolojisi
bitkilerdeki miRNA kesfi ve hedef tanimlamasini gostermek i¢in kullanilmaktadir (Djami-
Tchatchou ve Dubery, 2015). Tanmimlanan miRNA'larin ekspresyonunun c¢ogunlukla
Northern Blotlama veya yliksek hassasiyetli kantitatif veya yar1 kantitatif gercek zamanh

PCR bazli analizler ile dogrulanmasi gerekmektedir.

2.13.2. miRNA'lar ve Hedef Genleri

Bitki miRNA'larmin hedef genlerinin bir¢cogu, biyoinformatik araglar ve ardindan
deneysel yaklasimlar kullanilarak tahmin edilebilir (Pantaleo vd., 2010). miRNA hedef

tahmini i¢in kullanilan biyoinformatik araglarindan bazilar1 sunlardir:
psRNATarget (http: // plantgrn. Noble.org/psRNATarget/);
TAPIR (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/tapir/),

miRTour (https://mirnablog.com/mirtour-plantmirna-and-target-prediction-

tool/mirnest), (http://rhesus.amu.edu.pl/mirnest/)

ve deneysel olarak dogrulanmis microRNA-hedef etkilesimleri veritabani

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/) (miRTarBase) (Shriram vd., 2016).

Hedef mRNA'larin ekspresyon seviyeleri gercek zamanli PCR ile izlenebilse de, hedef
kesme bolgesi cDNA Uglarinin 5 ACE-Hizli Amplifikasyonu (RACE) ile eslenebilir. Son
zamanlarda, degradom dizileme teknigi gelistirilmistir. Bu, yiliksek verimli, derin bir
sekanslama yontemi kullanilarak 5 '-RACE'in modifiye edilmis bir versiyonudur (Song vd.,

2018).
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2.14. Konu ile Tlgili Onceki Calismalar

Yeni nesil dizileme teknolojisinin hizli gelisimi ile, kiiciik RNA'larin ve mRNA
bozunmasinin genom ¢apinda analizi, agir metallere bitki tepkilerini potansiyel olarak i¢eren

cok sayida kiiciik RNA'y1 tanimlamak i¢in giiglii bir arag¢ haline gelmistir.

Bugiine kadar bitkilerin agir metal stresine cevabinda 6nemli roller oynayan ¢ok
sayida miRNA tespit edilmistir. Chen vd., 2011°de yaptiklar1 bir calismada Al stresinde
cevap veren miRNA'lar1 tanimlamak igin, Al*® uygulanan ve uygulanmayan model baklagil
bitkisi Medicago truncatula'nin kok apekslerinden olusturulan kiitiiphaneleri siralamak i¢in
yeni nesil dizileme teknolojisi kullanmistir. Calismada daha 6nceden tanimlanmis 326

miRNA tespit edilirken, 21 yeni miRNA tanimlanmig ve miRNA'lar arasinda, 23 miRNA'nin

1+3 1+3 )

ekspresyonu Al e cevap vermistir. Al"”’e cevap veren mRNA'larin ¢ogunlugu asagi regiile
edilmistir. Calismadan elde edilen veriler ayrica kantitatif gergek zamanli PCR ile
dogrulanmistir (Chen vd., 2011).

Srivastava vd., 2012°de yaptiklari bir ¢aligmada arsenik (As) stresindeki miRNA'larin
roliinii incelemek i¢in, Brassica juncea’da miRNA'larin mikroarray profilini dizilemislerdir.
Sonuglar, 1 saat ve 4 saat boyunca As'a maruz kalan koklerde miRNA ekspresyonunun
onemli Glgiide degistigini gostermistir. Yanit veren miRNA'lar ayrica ekspresyonlarinda
zamana ve dokuya bagli bir degisiklik gostermistir. Ayrica miRNA'lar i¢in varsayilan
hedeflerin; cesitli gelisim stireclerini (6rnegin miR156, miR169 ve miR172), kiikiirt alimini,
tasinmasini ve asimilasyonunu (miR395, miR838 ve miR854) ve hormonal biyosentez veya
fonksiyonu (6rn. miR319, miR167, miR164 ve miR159) etkiledigi tahmin edilmistir
(Srivastava vd., 2012).

Jin vd. (2015), Paeonia ostii'deki korunmus ve korunmamis miRNA'lar1 kontrol ve
bakir uygulanmis kosullarda tanimlamak i¢in yeni nesil dizileme teknolojisi kullanmustir.
Daha o6nce bilinen 102 bitki miRNA's1 tanimlanmis ve gen dizisi benzerliklerine gére 89
familyada siniflandirilmistir. Calismada 34 yeni miRNA tanimlanarak bu miRNA’larin hedef
genleri daha 6nce tanimlanan miRNA’larin dizi benzerliklerinden yararlanilarak tahmin

edilmistir. Calismadan elde edilen veriler neticesinde bakir stresine yanit olarak 12 korunmus

miRNA ve 18 yeni miRNA bulunmustur (Jin vd., 2015).
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Li vd., 2007°de piring tohumlarinda kadmiyum (Cd) birikimini azaltmak igin,
fitoselatin sentaz (PCS) geninin OsPCS1'in ekspresyonunun RNA etkilesimi (RNAi) ile
bastirildigini géstermislerdir. PCR iirliniiniin sa¢ tokasi yapisi, Agrobacterium tumefaciens
yoluyla pirince (japonica) aktarilmistir. RNA1 igeren piring bitkileri secilmis ve 10 mg / kg
Cd'ye maruz birakilan saksilarda yetistirilmistir. OsPCS1'in transkripsiyonel seviyesi, bazi
RNAI pirincinin tohumlarinda yabani tipe kiyasla azalmistir. Sonug olarak RNAI pirinci
iceren tohumlarda Cd birikimi yaklasik yar1 yariya azalmistir. Sonuglar, bu yeni yaklagimin
tirlinlerde agir metal birikimini kontrol etmek i¢in kullanilabilecegini gostermistir (Li vd.,
2007).

Valdés-Lopez vd. (2010), agronomik agidan Onemli bir baklagil olan fasulye
(Phaseolus vulgaris) igindeki miRNA'lar1 arastirmay1 amagladiklar ¢alismada daha once
bildirilmis agir metal stresine duyarli miRNA'larin saptanmasina ek olarak, manganez
toksisitesi i¢in yeni strese duyarlt miRNA'lar kesfetmistir (Valdés-Lopez vd., 2010).

Celik ve Akdas (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada ii¢ farkli nikel stres konsantrasyonuna
maruz birakilan Ricinus communis L.'nin hem yaprak hem de kok dokularindaki yedi farkli
miRNA transkript seviyelerini ve hedef genlerin ekspresyon seviyelerini gRT-PCR yontemi
ile ¢alismistir. Sonuglar, miRNA'larin ve bunlarin her iki dokudaki varsayilan hedeflerinin
farkl1 diizenlendigini gdstermistir. Elde edilen verilerde, miR838'in Ni*'stresine en duyarli
oldugu, miR398 hedef geninin hem kok hem de yaprak dokularinda yukari regiile oldugu
bulunmustur. Yaprak dokusunda miR395 seviyesi ve varsayilan hedef genleri, siilfat
tasiyicis1 ve siilfat adenil transferaz genindeki degisiklikler iligkiliyken, sadece siilfat

tastyicisinin ekspresyon seviyesi kok dokusunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(Celik ve Akdas, 2019).

Remans vd. 2012°de yaptiklar1 galigmada Zn'ya duyarli miRNA’lar1 tanimlamak igin
calismislardir. Bunun i¢in Arabidopsis thaliana bitkilerini 0, 100, 250 veya 500 M ZnSO4’e
24 saat maruz birakmis ve oksidatif strese bagli gen ekspresyonu, enzim aktiviteleri ve
metabolitlerindeki degisiklikleri belirlemistir. Hem koklerde hem de yapraklarda biriken Zn,
artan H>O» seviyelerinden ve degisen glutatyon durumundan artan fitoselatin tiretimi
nedeniyle magnezyum alimi etkilenmis ve glutatyon seviyeleri azalmistir. Ayrica, miR398’in

farkli lokuslarinda Zn, miR398a hedef geninin (CSD1 ve CSD2) ekspresyonu azaltmis,

29



ancak miR398b ve miR398c¢ transkripsiyonunu arttirmigtir. Calisma sonucunda miR398'in
hedef geni CSD1 ve CSD2 mRNA'y1 asagi regiile ettigi bildirilmistir (Remans vd., 2012).

Solanum nigrum, yliksek Zn / Cd toleransi olan tipik bir Zn / Cd biriktirici bitkidir.
Bu 6zelliginden dolay1 (Xie vd., 2017), S. nigrum'da daha once hi¢ ¢alisilmadigi i¢in Zn
duyarli miRNA’lar1 tanimlamayr amaglamigtir. Bunun ig¢in, S. nigrum koklerine Zn
uygulanmis ve Zn'ye duyarli miRNA'lar1 tanimlamak i¢in RNA sekanslamasi teknolojisi
kullanilmigtir. Zn toksisitesine yanit olarak S. nigrum koklerinde 176 farkli eksprese miRNA
tanimlanmigtir. Bu sonuglar, bu miRNA'larin S. nigrum'un Zn toksisite toleransinda anahtar
rol oynayabilecegini gostermistir (Xie vd., 2017).

Artan sayida mikroRNA'nin, ¢esitli metal streslerine karsi bitki tepkilerinde 6nemli
diizenleyici rol oynadig1 gosterilse de oOzellikle kadmiyum (Cd) stresine cevap veren
miRNA'lar hakkinda az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Qiu vd., 2016’da miRNA'larin Cd
stresine yanitlardaki rollinli arastirmak icin, bugday fidelerini 6, 12ve 24 saat boyunca 250
mM Cd c¢ozeltisine tabi tutmuslar ve morfolojik ve fizyolojik degisikliklerin yani sira 5
miRNA'nin ekspresyonu ve karsilik gelen hedeflerinin analizini yapmislardir. Sonugclar,
miRNA'larin ve hedeflerinin, Cd stresine maruz kalan bugday fidelerinin yapraklarinda ve
koklerinde farkli sekilde ifade edildigini gostermistir. Ayrica miR398, hedef genini Cd
stresine katilacak sekilde diizenleyerek oksidatif stres toleransina dahil olabilecegi
diisiiniilmiistiir. incelenen 10 miRNA-hedef ¢ifti arasinda, 9 ¢ift Cd stresine maruz kalan
bugday fidelerinin yapraklarinda ve koklerinde karmasik diizenleme iliskisi gostermistir. Bu
bulgular, miRNA'larin bugdaydaki Cd stres sinyali cevabinda yer aldigini diisiindiirmektedir.
Bu c¢alisma miRNA'larin ve iligkili hedeflerin Cd maruziyetine verilen yanitlarin
karakterizasyonu ve bitkilerdeki agir metal toleransinin molekiiler mekanizmasini anlamak
i¢in bir sablon saglamaktadir (Qiu vd., 2016).

Huang vd. (2009) agir metal stresine duyarli miRNA'lar1 tanimlamak i¢in, toksik
kadmiyum seviyelerine maruz kalan piring fidelerinden kiiclik RNA kiitiiphanesi
olusturmustur. Kiitiiphanenin siralanmasi ve ardindan yapilan analizler, 6 aileyi temsil eden
19 yeni miRNA'y1 ortaya ¢ikarmistir. Bu yeni miRNA'lar ne Arabidopsis'te ne de bagka
herhangi bir tiirde dizi benzerligi gostermemistir. Yeni piring miRNA'larinin ¢ogu, metal

maruziyetine tepki olarak yukar1 veya asagi yonde diizenlenmistir. Calisma sonucunda 34

30



miRNA hedefi tahmin edilmis ve miRNA'larin tahmin edilen bazi hedefleri, agir metal
kaynakli streslere verilen yanitin diizenlenmesi ile iligkilendirilmistir. (Huang vd., 2009).

He ve ark.2016’da Cd duyarl ve toleransh iki zit tiitiin genotipi (Guiyan 1 ve Yunyan
2) kullanarak miRNA'lar1 tanimlamak icin yeni nesil dizileme teknolojisi kullanmiglardir.
Kontrol ve Cd ile muamele edilmis bitkilerdeki miRNA ekspresyon profillerinin kapsamli
analizi ile iki genotipte bilinen 72 (27 aile) ve 14 yeni miRNA tanimlamislardir. Bunlar
arasinda, bilinen 28 miRNA (14 aile) ve 5 yeni miRNA, esas olarak hiicre biiylimesi, iyon
homeostazi, stres savunma, antioksidan ve hormon sinyalizasyonunda rol oynayan Cd
toleransi ile iliskili miRNA'lar olarak kabul edilmistir. Bulgulardan yola ¢ikarak ¢alismada
tespit edilen bazt miRNA'larin, hedef genlerinin ve yolaklarinin Cd toleransinda kritik roller
oynayabilecegini ifade etmislerdir (He vd., 2016).

Solanum torvum yliksek Cd toleransi olan akiimiilator bir bitkidir. Kang vd. (2017),
Solanum torvum bitkisi koklerine Cd uyguladiktan sonra bitkide yeni nesil dizileme ile 45
miRNA familyas1 ve bu aileler i¢inde 165 miRNA tespit etmistir. Bu miRNA'lar arasinda,
21 miRNA familyasindan eksprese edilen miRNA aileleri arasinda, koklerde 6 miRNA ailesi
yukari regiile edilmis ve 15 miRNA ailesi asag1 regiile edilmistir. Bu sonuglar, spesifik
miRNA'larin S. forvum koklerinde Cd toksisitesi ile diizenlendigini, bu da S. torvum'un Cd

toleransinda anahtar rol oynayabilecegini gostermistir (Kang, vd., 2017).

Ding vd. (2018), piringte Cd birikimi ve toleransinda miR166nin roliinii analiz
etmiglerdir. miR166'nin ekspresyon seviyelerinin hem kok hem de yaprak dokularinda, fide
halinden 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Piring fidelerinin koklerindeki
miR166in ekspresyonu, Cd isleminden sonra azalmistir. Ancak piringte miR166 asiri
ekspres edildiginde ise bitkide Cd tolerans1 gelistigini gozlemlemislerdir. Ayrica,
miR166'n1n asir1 ekspresyonu hem koklerden fidelere Cd tasinmasini hem de tahillarda Cd
birikimini azaltmistir. miR166, bitkilerde HD-Zip ailesi proteinlerini kodlayan genleri
hedefler. Piringte, HD-Zip proteinini kodlayan HOMEODOMAIN CONTAINING
PROTEIN4 (OsHB4) geni (0Os03g43930), Cd uygulamas: ile yukar regiile edilmis, ancak
transgenik pirin¢ bitkilerinde miR166'nin agir1 ekspresyonu ile asagi regiile edildigi

gbzlemlenmistir. Bu sonuglar piringte miR166’nin hedef geni OsHB4'lin diizenlenmesi
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yoluyla Cd birikiminde ve toleransinda kritik bir rol oynadigin1 gostermistir (Ding vd.,
2018).

Gao vd., (2019) Cd stresine yanit olarak miRNA'larin roliinii aragtirmak i¢in, misir
soylart B73 ve Mol7'nin fidelerinin koklerini toplamis ve farkli siirelerde 200 mg / L
CdCL2.5 H2O uygulamislardir. Siiperoksit dismutaz ve peroksidazin enzim aktiviteleri
Ol¢iilmiis ve 6 aday miRNA'nin ekspresyonu ve hedefleri, kantitatif gercek zamanli PCR
(qQRT-PCR) teknolojisi kullanilarak dogrulanmistir. Ek olarak, Zma-miR171bin
ekspresyonu, in situ hibridizasyon kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore,
miRNA'larin ve bunlarin ilgili hedef genlerinin, Cd stresine maruz kalan musir fide
koklerinde farkli sekilde ifade edildigi gosterilmistir. Bu arastirma, bitkilerde Cd stresine
yanit veren miRNA'larin molekiiler mekanizmasina yeni bakis agilar1 getirmis ve agir metal
streslerine maruz kalan bitkilerdeki miRNA ¢aligmalarina 151k tutmustur (Gao vd., 2019).

L. minér agir metal stres caligsmalarinda oldukga tercih edilen bir bitki tiirli olmasina
ragmen, yapilan literatiir aragtirmalarinda bu bitkide kadmiyum ve miRNA iliskisi ile ilgili
yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismanin amaci kadmiyum stresi
altindaki Lemna minér’de agir metalle iligkilendirilen 5 farkli miRNA ve bunlarin hedef

genlerinin ekspresyon seviyelerinin incelenmesidir.
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3. MATERYAL VE METOD

Tez kapsaminda Eskisehir Teknik Universitesi Bitki Fizyolojisi Laboratuvari’nda
kiiltiir sartlarinda biylitiilmiis olan Lemna minor aquatik bitkisi kadmiyuma maruz
birakilarak agir metal iligkili oldugu diisliniilen (miR156, miR159, miR171, miR395 ve
miR396) ve bunlarin hedef genlerinin (SPL, MYB, GRAS, SULTR ve GRF) gen ifade

seviyeleri farkl saat araliklarinda karsilagtirmali olarak analiz edilmistir.

3.1.Bitki Materyali, Biiyiitme Kosullar:1 ve Stres Uygulamasi

Piyasadan temin edilen 2000 adet Lemna minor 5 It. lik plastik kaplarda %50 Hoagland
sollisyonu igerisinde, iklim kabininde (Sanyo) 26°C’de 18 saat aydinlik 6 saat karanlik
periyotta kiiltiire alinarak ¢ogaltilmistir. Kullanilan kabin yiizeyi, boliinerek ¢ogalan L. minor
tarafindan kaplandiginda yeni kaplara alt kiiltiir yapilarak bitki yogunlugu arttirilmistir.
Bitkilerin 10 giinde bir besin ¢dzeltisi yenilenmistir. ilk olarak test kimyasalimiz olan
CdCl2’iin toksik dozunu belirlemek amaciyla yaklagik 0.2 g tartilan L. minor 6rnekleri 5, 10,
15, 25, 35, 50, 60, 75 ve 100 uM CdCl2/ %50 Hoagland soliisyonu iceren beherlere alinip 3
giin boyunca yukarida belirtilen sartlarda inkiibe edilmistir. Her giin iki kez diizenli olarak
kontrolii yapilan bitkilerde klorozisin en belirgin olarak 100 uM konsantrasyonda goriilmesi
ama bunun yaninda hala yasayan bitkilerin bulunmasindan dolay1 deneye bu doz kullanilarak

devam edilmistir.

Kiiltiire alinan L. minér 6rnekleri 1’er g tartilarak 100 uM CdCl2 / %50 Hoagland
soliisyonu igeren 1 1t’lik beherlere aktarilmig ve 6, 12 ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Kontrol grubu olarak %50 Hoagland soliisyonu iginde biiyiitiilen bitkiler kullanilmistir.

Calisma 3 tekrarl olarak gergeklestirilmistir.
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3.2. miRNA’larin ve mRNA’larm Dizilerinin Belirlenmesi ve Primer Tasarimi

Bu ¢alismada daha dnce bugday, Arabidopsis gibi bitkilerde agir metalle iligkili oldugu
bildirilmig miRNA’lar arasindan bitkilerde korunmus ve stres cevabinda calisilan; miR156,
miR 159, miR171, miR395 ve miR396 miRNAlar1 kullanilmistir (Tablo 3.1). miRNA dizi
bilgileri “www.mirbase.org” internet sitesinden elde edilmistir. Buradan elde edilen miRNA
dizileri i¢in tasarlanan stem-loop cDNA primerleri ve qRT-PCR sirasinda kullanilan geri ve

ileri primerler de ayn1 web sitesinden mature dizileri alinarak dizayn edilmistir.

Calismada kullanilan miRNAlara ait hedef genlerin tahmini i¢in bazi biyoinformatik

web sitelerinden yararlanilmistir. Bu siteler sirasiyla,
PsRNA Target (http: // plantgrn. Noble.org/psRNATarget/,
TAPIR (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/tapir/),

miRTour (https://mirnablog.com/mirtour-plantmirna-and-target-prediction-tool/;

Zhang ve Wang, 2015),

Ayn1 zamanda elde edilen hedef gen primerlerinin de dogru boélgeyi cogaltip
cogaltmadigi NCBI Primer Blast tizerinden kontrol edilmistir. Kullandigimiz miRNAlara ait

hedef genler ve bu genlere ait primer bilgileri Tablo 3.1 ve 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan miRNA ‘lar ve Hedef Genleri

miRNA Ad1 | Primer Hedef gen

miR 159 TTTGGATTGAAGGGAGCTCTG |MYB transkripsiyon faktorleri

miR156 TGACAGAAGAGAGTGAGCACA | Squamosa promotdr baglanma benzeri protein
miR171 TGATTGAGCCGTGCCAATATC |Scarecrow benzeri proteinler

Biiylimeyi Diizenleyen Transkripsiyon Faktorii

miR396 TTCCACAGCTTTCTTGAACTG | (GRF)

miR395 TGAAGTGTTTGGGGGAACTC | ATP siilfirilaz
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Tablo 3.2. mRNA larin Hedef Genleri ve Hedef Gene Ait Ileri ve Geri Primer Dizi Bilgileri

mRNA Adi | Primer Hedef gen
MYB-F CACCATTTGGGGGTACACTT MYB transkripsiyon faktorleri
MYB-R TCACTGACGGAGTTGCTGTC MYB transkripsiyon faktorleri
Squamosa promotdér baglanma benzeri
SPL-F CCTAAAGTCGTTGTGAGTGGCGT protein

Squamosa promotdr baglanma benzeri

SPL-R ACTCAGAGAGACAGTGGAACCTGC |protein
GRAS-F TTTCACTGCAAACGCCAACACGAT |Scarecrow benzeri proteinler
GRAS-R TGCTGAGCGAGAGGCGATGAATCA |Scarecrow benzeri proteinler
Biiylimeyi Diizenleyen Transkripsiyon
GRF-F CTCTCTCTTCTTTGTGATCACTCT Faktorii (GRF)
Biiyiimeyi Diizenleyen Transkripsiyon
GRF-R GGTAACACCCCCATCCAAGG Faktorii (GRF)
SULTR-F |GCTTTGCCAATGCCAGTTCA ATP siilfirilaz
SULTR-R | TCGAGTTACAAACACACCCA ATP siilfirilaz

Calismada miRNA ekspresyon analizleri iki asamali olarak gerceklestirilmistir. Birinci

asamada cDNA sentezi (RT-PCR) yapilmistir. Bu asamada stem-loop cDNA sentez

primerleri kullamlmis, miRNA uzunluklari ters transkripsiyon ile uzatilmistir. ikinci

asamada ise uzunlugu arttirilmis olan cDNA’lar geri ve ileri primerler kullanilarak qRT-

PCR’da kantitatif olarak analiz edilmislerdir.

Hedef gen ekspresyon analizleri de iki asamali olarak gerceklestirilmistir. Birinci

asamada cDNA sentezi icin miRNA’dan farkli olarak random hexamer primeri ile mRNA

uzunluklar1 ters transkripsiyon ile uzatilmistir. Ikinci asamada ise uzunlugu artirilmis

cDNA’lar geri ve ileri primerler kullanilarak qRT-PCR’da kantitatif olarak analiz

edilmislerdir.
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3.3. miRNA ve mRNA izolasyonu

100uM CdCl’e 0, 6, 12, 24 saat siireyle maruz birakilan Lemna minér 6rnekleri
porselen havanlara alinarak siv1 azotta 6giitiilmiistiir. Ogiitiilen 6rneklerden hizlica 50 mg
tartilarak buz iizerinde etiketlenmis olan ependorflara aktarilmigtir. Kalan bitki 6rnekleri
daha sonra kullanilmasi ihtimaline karsilik -80 °C derin dondurucuya kaldirilmistir. miRNA
ve total RNA izolasyonu Hybrid-R miRNA izolasyon kiti (Geneall, 325-150) ile izolasyon
kitinin caligma protokoliine bagli kalinarak yapilmistir. miRNA izolasyon kitinin ¢alisma
protokolil asagida verilmistir. Kit prosediiriine gore 7. adimina kadar mRNA ve miRNA

izolasyon islem basamaklari ortaktir.

1. 50 mg bitki dokusu iizerine 500 uL RiboEx eklenerek pipetaj yapilmis ve karismasi
saglanmustir.

2. Elde edilen karisim 5 dk. oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

3. Ardindan karigim iizerine 100 pl kloroform eklenerek karigtirilmis ve 2 dk. oda

1s1sinda inkiibe edilmistir.

4. Tipler 12.000g’de, 15 dk., 4°C’de santrifiij yapilmis ve santrifiij sonunda
siipernatant bagka bir tiipe aktarilmistir. (DNA ve protein ara fazda ve alt kisimdaki

organik fazda kalirken, total RNA {ist sulu fazda bulunur).
5. Alinan sulu faz kadar {izerine %50 etanol eklenmis ve pipetaj yapilmistir.

6. Elde edilen karisim Tip B kolona aktarilmistir. (Burada total mRNA membrana
baglanirken, kii¢iik RN Alar kolondan asagi dogru iner.)

7. Ornekler 11.000rpm, 1 dk., oda sicakligi kosullarinda santrifiij edilmistir. Bu
asamada total mRNA kolona baglanmis ve kiiciik RNA’lar siipernatant seklinde
toplama tiipiinde birikmistir. Bu asamadan sonra mRNA izolasyonu ve miRNA

izolasyonu i¢in farkli iglemler uygulanmaigstir.
mRNA izolasyonu i¢in;

a. Tip B kolon yeni toplama tiipline konularak kolon iizerine 500 pL. SW1 Buffer

eklenmistir.
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b. Ornekler 11.000rpm, 1 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edilmistir.

c. Toplama tiip yenisi ile degistirilerek kolonun iizerine 500uL RNW Buffer

eklenmistir.
d. Ornekler 11.000rpm, 1 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edilmistir.

e. Toplama tiipii yenisi ile degistirilerek Tip B kolonu iizerine tekrar 500uL. RNW

Buffer eklenmistir.
f. Ornekler 11.000rpm, 1 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edilmistir.

g. Toplama tiipli yenisi ile degistirilerek {izerine bir sey eklenmeden 11.000rpm, 2 dk.,

oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edilmistir.

h. Daha sonra kolondaki membranin tam merkezine gelecek sekilde 50 pL RNase-free
su eklenip 2dk. oda sicakliginda bekletilmis ve 11.000 rpm hizda 2 dak. santrifiij

edildikten sonra mRNA 6rnekleri -80°C derin dondurucuya kaldirilmistir.

miRNA izolasyonu icin;

8. Izolasyonun 7. asamasinda santrifiij sonrasi toplama tiipiinde kalan sivinin iizerine

1:1 oranda %100 etanol eklenerek pipetaj yapilmistir.

9. Daha sonra karisim en fazla 650 uL hacimde Tip W kolona aktarilmistir. Bu kolon

kiiciik RNA larin baglanmasini saglamistir.
10. Ornekler 11.000rpm, 1 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edilmistir.
11. Geriye kalan 6rnek olmasi durumunda 9-10. islemler tekrarlanmistir.

12. Toplama tiipii yenisi ile degistirilmis ve lizerine 500 uL RBW Buffer eklenerek.
11.000rpm, 1 dk., oda sicakligi kosullarinda santrifiij edilmistir.

13. Toplama tiipli yenisi ile degistirilmis ve kolonun iizerine bu kez 500uL. RNW
Buffer eklenmistir. Ornekler 11.000rpm, 1 dk., oda sicakli1 kosullarnda santrifiij

edilmistir.
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14. Toplama tiipii yenisi ile degistirilerek iizerine tekrar S00uL RNW Buffer eklenmis
ve ornekler 11.000rpm, 1 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edilmistir.

15. Toplama tiipii yenisi ile degistirilmis ve {izerine bir sey eklenmeden 11.000rpm, 2

dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edilmistir.

19. Daha sonra kolondaki membranin tam merkezine gelecek sekilde 50 pL. RNase-

free su eklenmis ve 2dk. oda sicakliginda bekletilmistir.
20. Ornekler 11.000rpm, 2 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edilmistir.
21. Elde edilen miRNA o6rnekleri -80°C derin dondurucuda saklanmistir.

3.3. RNA izolasyonu Nicel Ol¢iimleri

RNA orneklerinin nicel dlglimleri i¢in Qubit fluorometre (invitrogen qubit 3.0) cihazi

kullanilmigtir. RNA Hs kit (Q32852-invitrogen) kullanilarak RNA miktarlar1 belirlenmistir.

1. Standartlar (RNA assay icin 2 tane) ve her Olclilecek 6rnek i¢in 1 adet 0.5 ml’lik tiip
etiketlenmistir.

2. Qubit materyal 1-200 Qubit bufferda seyreltilerek Qubit ¢calisma ¢bzeltisi hazirlanmistir.
Her standart ve 6rnek i¢in 200 pL ¢alisma soliisyonu hazirlanmastir.

3. Analiz tiipleri Tablo 3.3’ de verildigi gibi hazirlanmustir.

Tablo 3.3. Qubit assay ¢calisma protokolii

Standart Kullamci1 Ornegi
Analiz Tiipleri Analiz Tiipleri

Eklenecek Calisma soliisyonu

190 uL 180-199 uL
hacmi (2. adimdan)
Eklenecek Standart hacmi (kitten) 10 uL —
Eklenecek Kullanic1 Ornegi — 1-20 uL
Her Analiz Tiiplindeki

200 uL 200

Toplam Hacim
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4. Tiipler oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.

5. Tiipler Qubit 3.0 Fluorometer’e yerlestirilip okumalar1 alinmistir.

3.4. cDNA Sentezi

cDNA sentezi miRNA’lar ve mRNA'lar i¢in iki ayr1 protokol kullanilarak
gerceklestirilmistir.

3.4.1. miRNA-cDNA sentezi

Toplam 15 miRNA 6rnegimizden cDNA sentezi i¢in A.B.T.™ miR cDNA Synthesis
Kit. C04-01-05 kullanilmistir ve sentez kitin protokoliine uygun sekilde gergeklestirilmistir.
Stem-loop primerler miRNA’dan ¢cDNA sentezi yaparken miRNA dizisi ile spesifik
baglandig1 i¢in oldukea giivenilir bir yontem olarak kabul edilmektedir. cDNA sentezi igin

gereken reaksiyon bilesenleri Tablo 3.4” de verilmistir.

Tablo 3.4. miRNA-cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri

miRNA-cDNA Sentezi I¢in Kullanilan MasterMix Bilgileri
MasterMix Bilesenleri Hacim

10X Reaksiyon tamponu 2 ul
Stem-loop primer (miRNA spesifik) 2l

20X dNTP mix 1 ul

Reverse transkriptaz 1 ul

RNase Inhibitor 0.5 ul

RNase free su 3.5l
miRNA ornegi 10 pl
TOPLAM 20 pl
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Caligilan her bir 6rnek ve her bir miRNA i¢in yukaridaki miktarlar kullanilarak bir
mastermix hazirlandiktan sonra ters transkripsiyon reaksiyonuna gegilmistir. miRNA-cDNA

sentezi i¢in kullanilan ters transkripsiyon reaksiyonunun kosullar1 Tablo 3.5 de belirtilmistir.

Tablo 3.5. miRNA-cDNA Sentezi Reaksiyonu Kogullart

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10 dk. 20 dk. 5 dk. -

Elde edilen miRNA-cDNA o6rnekleri Real-Time PCR asamasina kadar -80°C derin

dondurucuda saklanmustir.

3.4.2. mRNA-cDNA Sentezi

Toplamda 15 mRNA 6rnegimizden cDNA sentezi icin WizScript cDNA Synthesis Kit
High capacity (W2211 Wizbio) kullanilmistir ve sentez kitin protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir. ¢cDNA sentezi i¢in gereken reaksiyon bilesenleri Tablo 3.6’de

verilmistir.

Tablo 3.6. mRNA-cDNA Sentezi I¢in Kullanilan MasterMix Bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
10X Reaksiyon tamponu 2 ul
Hexamer 2 ul
20X dNTP mix 1 ul
Reverse transkriptaz 1 ul
RNase Inhibitor 0.5 ul
RNase free su 3.5l
mRNA o6rnegi 10 pl
TOPLAM 20 ul

40



mRNA-cDNA sentezi i¢in mastermix hazirlandiktan sonra ters transkripsiyon
reaksiyonuna gecilmistir. mRNA-cDNA sentezi i¢in kullanilan ters transkripsiyon

reaksiyonunun kosullar1 Tablo 3.7’ de belirtilmistir.

Tablo 3.7. mRNA-cDNA Sentezi Reaksiyonu Kosullar

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10 dk. 120 dk. 5 dk. -

miRNA
—_————

Step 1: Stem-loop RT

{,;J_l__l_l_l LTI Y TEEE LD
\ cDNA

Step 2: Real-time PCR

Forward Primer
\I I N
'e'@ @' '’
/N\/\/\

Reverse Primer

Sekil 3.1. cDNA yapim asamalar: (Kramer, 2011)

3.5. Kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR)

Tez kapsaminda agir metal stresi ile iliskili miRNA’larin ve bu miRNA’larin hedef
genlerinin ekspresyon seviyeleri qRT-PCR analizi ile calisilmistir. qRT-PCR analizleri
Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR cihaz ile yapilmistir. qRT-PCR igin
gereken reaksiyon bilesenleri Tablo 3.8 de verilmistir. Real-Time qPCR i¢in A.B.T.™ 2X
miRqGreen MasterMix (with ROX) (Q04-02-01) kullanilmigtir.
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Tablo 3.8. Real-Time gPCR I¢cin Kullanilan Reaksiyon Bilesenleri

Real-Time qPCR I¢in Kullanmilan MasterMix Bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
A.B. T.™ 2X miRqGreen MasterMix (with ROX) 10 ul
ROX Dye (20X) 1 ul
miRNA Spesifik Ileri Primer (5 pM)* 1 pl
miRNA Universal Geri Primer (5 pM)* Il
miRNA-cDNA Kalibi 2 ul
RNase-Free Distile Su Sul
TOPLAM 20 pl

* ile verilen primerler miRNA spesifik primerlerdir. Hedef genler i¢in yapilan qRT analiz

kosullar1 da tablo 3.8 deki gibi olup kullanilan primerlerin farklidir. Hedef gen icinde elde

edilen mRNA-cDNA kalibina hedef genlere 6zgii ileri ve geri primerler kullanilarak yapilir.

Hem miRNA hem de mRNA 6rnekleri icin Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time qPCR

reaksiyonuna gecilmistir. Real-Time qPCR ig¢in kullanilan reaksiyon kosullar1 Tablo 3.9°da

belirtilmistir.

Tablo 3.9. Real-Time qPCR Reaksiyonu Kosullar:

PCR Step Sicaklik (°C) | Siire Dongii
Baslangic Denaturasyonu 95 300 sn. 1
Denaturasyon 95 10 - 30
sn. 25-40
Baglanma 55-68 10-60 sn.
Erime Egrisi 65—-95 2- 1
Ssn./step
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Erime egrisi analizi PCR amplifikasyonunun 06zgiinliiglinii ispatlamak amaciyla
yapilmustir. Primerin nonspesifik olarak baglanma yapip yapmadigit bu yontemle kontrol

edilmis olur.

3.6. qRT-PCR Analiz Metodu ve Istatistik

Daha 6nceki caligmalarda miR161 kontrol grubu olarak gdsterilmistir. Bu gen atasal
olarak korunmus bir bolgeyi temsil ettigi i¢in referans gen olarak tercih edilmistir. Bu
nedenle c¢alismamizda miRNA ekspresyonlar1 kantitasyonu miR161 referans gen olarak
kullanilip kontrol grubuna gére normalize edilmistir. mRNA ekspresyonlar1 kantitasyonu
RLI referans olarak kullanilip kontrol grubuna gore normalize edilmistir. Relatif
kantifikasyon hesaplamasinda “AACt Yontemi” kullanilmistir. AACt hesaplamasi asagida
aciklandig1 sekilde gergeklestirilmistir.

1. Hem hedef grupta hem de referans grupta her bir 6rnegin hem hedef miRNA hem
de referans RNA i¢in Real-Time PCR sonucunda Ct degerleri elde edilmistir.

2. Hedef grupta hedef miRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak hedef
grup ACt degerleri elde edilmistir.

3. Referans grupta hedef miRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak

referans grup ACt degerleri elde edilmistir.

4. Hedef grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak da AACt

degerleri elde edilmistir.

5. AACt degerleri 2° #ACt geklinde isleme almarak kat degisimi (Fold Change)

hesaplanmas1 yapilmistir.

6. Fold Change degeri 1’in iizerinde ¢ikmasi durumunda hedef grubu miRNA
ekspresyonunun referans grubun miRNA ekspresyonuna gore relatif olarak artig gosterdigi

seklinde yorumlanmistir. Fold Change degeri 1’in altinda ¢ikmasit durumunda ise hedef
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grubu miRNA ekspresyonunun referans grubun miRNA ekspresyonuna gore relatif olarak

azalis gosterdigi seklinde yorumlanir.

Hesaplama sonrasi elde edilen kat artis1 (fold change) degerleriyle istatistik analizi
yapilmistir. Bunun i¢in Medcalc (19.2.1) analiz programi kullanilmig ve verilerin istatistigi
Anova metoduna gore yapilmistir. Istatistik sonucunda elde edilen p degerlerinden verilerin

birbirleriyle ve kendi aralarinda anlaml1 oldugu korelasyon tablolariyla gosterilmistir.

Istatistik verilerini hesaplarken kullanilan programa calisigimiz 15 6rnege ait hesaplanan
fold change degerleri ve saat araliklar1 girilmistir. 3 biyolojik tekrar i¢in elde edilen fc
degerleri girilir ve istatistik-anova-one way analysis-tukey-kramer kismi seg¢ilip analiz
yaptirilmistir. Gelen analiz sonucundan ayni zamanda bar grafikleri de alinarak rapora
eklenmistir. Deneyler 3 tekrarli oldugundan standart sapma degerleri bar grafikleri iizerinde

gosterilmistir.

3.7. Lemna minér Orneklerinde Agir Metal Miktarinin Belirlenmesi

Kontrol ve kadmiyum stresine maruz birakilan L. minér ornekleri énce 10mM EDTA
sollisyonu i¢inde 3 kez 5’er dak. bekletilerek kok ve yaprak yiizeyine disaridan tutunan metal
iyonlarindan arindirilmigtir. EDTA muamelesinin ardindan 6rnekler 3 kez distile su yikanip
kurutma kagitlar {izerine alinmistir. Ornekler oda 1sisinda yaklasik 48 saat bekletilerek hava
kurusu yapilmistir. Sonrasinda spatiille kazinarak toplanmis ve tartimi yapilarak ependorf

tiiplere aktarilmistir.

Agir metal tayini icin yas yakma yontemi kullanilmistir. Bu amagcla, yaklasik 0.15g
kurutulmus L. minor o6rnekleri 10 ml %68 nitrik asit ile karistirilarak 200°C’de 10 dakika
mikrowave yas yakma iinitesinde (CEM MARS 6 240/50, Matthews, NC, USA) yakmaya
tabi tutulmustur. Bu Orneklerdeki Cd miktarlar1 Ege Ormancilik Arastirma Enstitiisi
Midiirligti, Toprak ve Ekoloji Laboratuvarindan hizmet alimi yoluyla ICP OES
spektofotometresinde, Cd standart1 (1, 5, 10, 25, 50 ppm) ile karsilastirilarak (Inductively
Couple Plasma spectrophotometer) (Perkin-Elmer, Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT
06484-4794, USA) belirlenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Lemna minor ve Kadmiyum Uygulamasi

%350 Hoagland soliisyonu i¢inde biiylitiillen L. minor 6rnekleri 100 uM kadmiyum
iceren %50 Hoagland soliisyonu igerisinde 6, 12 ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Deney
gruplari inkiibasyon siiresi sonunda fotograflanmistir (Sekil 4.1). L. minor 6rneklerinin 24

saat Cd uygulamasi sonrasi renk kaybi1 yasadigi hafif sararma gosterdigi tespit edilmistir.

Sekil 4.1. Cd uygulamasi sonrasi Lemna minér drnekleri

4.2. RNA izolasyonu
Kontrol grubu ve Cd uygulanan test grubuna ait 6rneklerden yaklasik 50mg kullanilarak
Geneall-Hybrid miRNA kiti ile mRNA ve miRNA izolasyonu yapilmistir. mRNA
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orneklerinin miktar tayini fluorometrik yolla belirlenmistir. Qubit 3.0 cihaz ile elde edilen
6l¢tim sonuglar1 asagidaki gibidir. miRNAlar yapisal olarak ¢ok kiigiik olduklarindan miktar
Olctimleri Qubit ve ya Nanodropla yapilamamistir, 6l¢iim yapilabilmesi i¢in 6zel kitlere
ihtiya¢ vardir. Ancak qRT-PCR asamasinda elde edilen miRNA cDNA’lar1 erime egrisi

pikleriyle dogrulanmaistir.

Tablo 4.1. mRNA 6l¢iim sonuglart

0.saat-1 150 ng/ ul
0.saat-2 178 ng/ ul
0.saat-3 164 ng/ ul
6.saat-1 120 ng/ ul
6.saat-2 136 ng/ ul
6.saat-3 198 ng/ ul
12.saat-1 63,6 ng/ ul
12.saat-2 70,8 ng/ ul
12.saat-3 108 ng/ ul
24 saat-1 160 ng/ ul
24 .saat-2 196 ng/ ul
24 .saat-3 154 ng/ ul

4.3. Kantitatif Real Time PCR Analizi (QRT-PCR)

Real-time PCR, reaksiyon esnasinda her bir PCR sikliisiinde yeterli miktarda iiriiniin
verdigi floresans 1s18a gore calisip reaksiyonu asama asama sonuna kadar olusan iiriinii
kontrol eden bir sistemdir. Cift iplikli DNA’ya baglandiklarinda floresans 1sima veren
boyalar (SYBR) kullanilarak, amplifikasyona bagli DNA artig1, ortaya ¢ikan floresansin

miktart ile 6l¢iilmektedir.

Calismamizda kullanilan 5 farkli miRNA (miR156, miR159, miR171, miR395 ve
miR396) ve 5 farkli mRNA (SPL, MYB, GRAS, SULTR ve GRF) ile miRNA ve mRNA

analizinde kontrol olarak kullanilan miR161 ve RLI’ya ait cDNA {irlinleri revers transkriptaz
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enzimi ile spesifik primerler kullanilarak uzatilmistir. Bu asamada mRNA tek iplikli kararsiz
bir molekiil oldugundan daha kararli bir yap1 olan komplementer DNA’ya dondistiiriiliir. Bu
asamada elde edilen cift iplikli molekiile real time PCR asamasi sirasinda SYBR green

boyasinin baglanmasiyla es zamanli 1s51ma gosterilir. Ayn1 zamanda RNA kalitesi ile ilgili de

bilgi sahibi olmamiz1 saglar.
4.3.1 miRNA Gen Ifadesi Analiz Sonuclari
Calismada elde edilen cT degerleri 3 biyolojik tekrar ve 2 teknik tekrar sonucunda

elde edilen verilerin ortalamalar1 hesaplanarak elde edilmistir. Calisma sonucunda tiim

hesaplamalar yapilarak elde edilen Fc degerleri Tablo 4.2°de ve ilgili bar grafigi Sekil 4.2°de

verilmigtir.

Tablo 4.2: miRNA FC Degerleri

miR156 miR 159 miR171 miR395 miR396
0.saat 1,00 £ 0,07 1,01 £0,2 1,1 £0,53 1,06 +£ 0,46 1,00+ 0,03
06.saat 2,06 +0,25 2,01 £0,51 2,01 £0,82 1,47 £ 0,59 1,70+ 0,1
12.saat 1,40 £ 0,65 1,52 £ 0,54 1,29+ 0,25 1,49+ 0,61 1,39 +£ 0,45
24 .saat 0,44+0,19 0,70+ 0,18 0,73+ 0,25 0,34 + 0,06 0,44 +0,15
2,5
2,0+
151 GRUP
’ [ 0.Saat
M 06.Saat
B 12.Saat
1,01 [] 24.Saat
l ﬂ | ﬂ
0,0+ ﬂ

miR156 miR159 miR171 miR395 miR396

Sekil 4.2. miRNA FC Bar Grafigi
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4.3.2. miRNA Gen ifadesi Analiz Grafikleri

Amplifikasyon sonrasi erime egrisi analizi, primer-dimerleri i¢in ger¢ek zamanli
PCR reaksiyonlarini kontrol etmenin ve reaksiyon 6zgiilliiglinii saglamanin basit bir yoludur.
Niikleik asitlerin erime sicakligi, uzunluk, GC igerigi ve baz uyumsuzluklarinin varligindan
etkilendiginden, diger faktorlerin yami sira, farkli PCR irilinleri genellikle erime
ozelliklerinden ayirt edilebilir. Erime egrisi analizi ile reaksiyon iirlinlerinin (6rnegin primer
dimerler ve amplikonlar) karakterizasyonu, zaman alan jel elektroforez ihtiyacini azaltir.

5 miRNA’ya (miR156, miR159, miR171, miR395 ve miR396) ait gen ifadelerinin
erime pikleri ve amplifikasyon egrileri asagida sira ile verilmistir. Her bir miRNA’da tek bir
erime piki gozlenmistir, miRNAlara ait amplifikasyon egrileri de beklendigi gibi bir artis
sergilemistir.PCR iiriinlerinin miktarindaki ilk 6nemli artis (cT - threshold cycle) reaksiyona
konan kalip (template) baslangic miktar1 ile orantilidir. Bu sonuglar bize qRT-PCR
sonucunda ilgili primerlerin cDNA iizerinde dogru bolgelere baglandiklarini ve istenilen

tirtiniin olustugunu gostermektedir.
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4.3.2.1. miR156 Analiz Sonucu

miR156’ya ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon

egrileri Sekil 4.3’de gosterilmistir.

@)

Derivatve Reporter (-Rn)

es0 100 150 w00 0 00 es0
Srcakik, Santioret

200 6 0 0 0 N OK B D2 XN X2 YDD2 XNX R
Siklus

Sekil 4.3: miR156 Erime Piki (a) miR156 Amplifikasyon Egrisi (b)
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4.3.2.2. miR159 Analiz Sonucu

miR159’a ait QRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon

egrileri Sekil 4.4°de gosterilmistir.

@

Derivative Reporter (-fn)

(b)

D406 8 0 R W D2 NEEY RN RN

Siklus

Sekil 4.4: miR159 Erime Piki (a) miR159 Amplifikasyon Egrisi (b)
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4.3.2.3. miR171 Analiz Sonucu

miR171’e ait gRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon

egrileri Sekil 4.5’de gosterilmistir.

Derivative Reporter (-Rn)

@)

Anpfiasyon

(b)

4060 0 0 W BY2 N B NN RN
Siklus

Sekil 4.5: miR171 Erime Piki (a) miR171 Amplifikasyon Egrisi (b)
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4.3.2.4. miR395 Analiz Sonucu

miR395’¢e ait QRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon

egrileri Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Derivative Reporter (-Rn)

@

Sicakik, Santigrat

(d)

40 06 8 0 R HOK B Y2 NN BDDRNE BN
Siklus

Sekil 4.6: miR395 Erime Piki (a) miR395 Amplifikasyon Egrisi (b)

52



4.3.2.5. miR396 Analiz Sonucu

miR396’ya ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon
egrileri Sekil 4.7’de gosterilmistir.

@

Decivative Regoder (-Rn)

(b)

D68 0N D2 NN RN DN R

Sikus

Sekil 4.7: miR396 Erime Piki (a) miR396 Amplifikasyon Egrisi (b)
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4.3.2.6. miR161 Analiz Sonucu

miR161°e ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon

egrileri Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Derivative Reporter (-Rn)

@

Anpifhasyon

(b)

D0 60 0 0 N WNBY2NX RN 2NN RN
Siklus

Sekil 4.8: miR161 Erime Piki (a) miR161 Amplifikasyon Egrisi (b)

54



4.3.3. Hedef Genlerin Gen ifadesi Analiz Sonuclari

Calismada elde edilen cT degerleri 3 biyolojik tekrar ve 2 teknik tekrar sonucunda
elde edilen verilerin ortalamalar1 hesaplanarak elde edilmistir. Calisma sonucunda tiim
hesaplamalar yapilarak elde edilen Fc degerleri Tablo 4.3de ve ilgili bar grafigi Sekil 4.9°da

verilmigtir.

Tablo 4.3.: mRNA FC Degerleri

SPL MYB GRAS SULTR GRF
0.saat 1,00£0,00 [1,03+0,28 |1,00+0,77 | 1,04+0,37 | 1,05+0,39
06.saat 1,01 +£0,02 | 0,81 40,19 4,73 +0,02 |0,14+0,06 |231+1,73
12.saat 1,01 0,02 |0,75+026 |135+£0,06 |0,02+0,02 | 1,52+1,11
24.saat 1,02+0,02 [ 1,45+099 |3,41+033 |0,01+0,01 |0,76+021

3,0}

2,5}

I
2,0 GRUP
I I O.saat
1,5+ - |  06.saat
B 12.saat

1,0 sgar P - | O 24.saat

0,5 1 -

0,0 |- —— o lID e

N Q S 0 \4
(€) 6\3\'

Sekil 4.9. mRNA FC Bar Grafigi
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4.3.4. Hedef Genlerin Gen ifadesi Analiz Grafikleri

Kantitatif Real-Time PCR analizinde amplifikasyon sonrasi erime egrisi analizi,
calisgmamizda kullanilan 5 miRNA’ya ait hedef genlerin mRNA’lar1 (SPL, MYB, GRAS,
SULTR ve GRF) ile de yapilmistir. Bu mRNA’lara ait gen ifadelerinin erime pikleri ve

amplifikasyon egrileri asagida sira ile verilmistir.
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4.3.4.1. Squamosa Promotor Baglanma Benzeri Protein (SPL) Analiz Sonucu

miR156’nin hedefi olan squamosa promotor baglanma benzeri proteinine ait qRT-
PCR analizinden elde edilen ait erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.10°da

verilmigtir.

2
S
I (@)
;
700 750 S:;khkhsmti':at 0.0 050
Anpifason
101
0751
{
% 0m (b)
0% |
00 p—r
240 8 8 N0 R W oN B D 2X %D DD XY N

Siklus

Sekil 4.10: Squamosa promotor baglanma benzeri protein Ervime Piki (a) Squamosa promotor baglanma
benzeri protein Amplifikasyon Egrisi (b)
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4.3.4.2. MYB transkripsiyon faktiorleri Analiz Sonucu

miR159’un hedefi olan MYB transkripsiyon faktorlerine ait qRT-PCR analizinden

elde edilen ait erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.11°de verilmistir.

420000.0
il
[

(@

Derivative Reporter (~Rn’)

0.0

800 850

700
Sicaklik, Santigrat

Anpifikasyon

ARN

(b)

000

17200 T N R R SO . O | R S T I
Siklus

2 406 8 W

Sekil 4.11: MYB transkripsiyon faktérleri Evime Piki(a) MYB transkripsiyon faktorleri Amplifikasyon
Egrisi(b)
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4.3.4.3. Scarecrow Benzeri Protein Analiz Sonucu

miR171 ailesinin hedefi olan scarecrow benzeri proteine ait qRT-PCR analizinden

elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.12°de verilmistir.

45

40

(@)

Derivative Reporter (-Rn’)

700 750 80.0 85.0 00.0 5.0

Sicaklik, Santigrat

Anpifkasyon
025

02

ARN

010

005

0,00 e

20480 6 8 0 O W oK w2 NANX B YR NE BN
Siklus

Sekil 4.12: Scarecrow Benzeri Protein Erime Piki (a) Scarecrow Benzeri Protein Amplifikasyon Egrisi(b)
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4.3.4.4. ATP Siilfirilaz Analiz Sonucu

miR395 ailesinin hedefi olan ATP Siilfirilaza ait qRT-PCR analizinden elde edilen
erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.13’de verilmistir. Burada goriilen birden fazla
erime piki primerlerin non spesifik baglanmalar yaptigin1 géstermektedir. Buna bagli olarak

da amplifikasyon egrisinde bir dagilma goriilmektedir.

&
5
2
L3
2‘ L
z (@)
‘g
(=]
10
o
"\
e P ™ = i s A v P i f
Sicaklhik, Santigrat
Anmpifkasyon
7.
o =
e
51 -
g4
<
3‘
)] / (b)
11
0 o= BB RRVV I A
¢ 6 8 % W o% B D2 XN B B YL XY RO
Siklus

Sekil 4.13: ATP Siilfirilaz Erime Piki (a) ATP Siilfirilaz Amplifikasyon Egrisi (b)
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4.3.4.5. Biiyiimeyi Diizenleyen Transkripsiyon Faktorii (GRF) Analiz Sonucu

miR396 ailesinin hedefi olan biiylimeyi diizenleyen transkripsiyon faktoriine (GRF)
ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.14’de

verilmigtir.

45

40

36

E 3.0
E (@)
2- s
£
E 20
a
700 750 S::;khk’ smﬁﬂ:at 00.0 250
Ampifiasyon
0301
0251
0201
¢
¢ 0451 (b)
0,104
0051
0001 Sm—
BEEREEEEEEEEEEEEREREE
Sius

Sekil 4.14: Biiyiimeyi Diizenleyen Transkripsiyon Faktérii (GRF) Erime Piki(a) Biiyiimeyi Diizenleyen
Transkripsiyon Faktorii Amplifikasyon Egrisi(b)
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4.3.4.6. RLI Analiz Sonucu

RLI referans genine ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve

amplifikasyon egrileri Sekil 4.15°de gosterilmistir.

E 400000 0
5
z
% 300000 0 (a)
2
- T Sicaklk, Sentiarat -
100
0751
<
% 0801
(b)
0251
000

002 ¢ 8 8 0 2 W% ¥ 22 %3202 %33 40Q
Sidus

Sekil 4.15: RLI Erime Piki (a) RLI Amplifikasyon Egrisi (b)
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4.4. miRNA’lara ve Hedef Geninin Gen Ekspresyon Seviyesine Gore Karsilastirmah
Analizi

Tez kapsaminda c¢alisilan agir metal stresi ile ilgili miRNA’larin kontrol olarak
kullanilan miR161’e, hedef genlerin de kontrol RLI’ya gore rolatif gen ifade farklar
ANOVA programi ile analiz edilmistir.

4.4.1. miR156 ve Hedef Geninin Gen Ekspresyon Seviyesine Gore Karsilastirmah
Analizi
Lemna minor’de uygulanan Cd sonrast miR156 ve hedef geni SPL’de gézlenen gen
ekspresyon seviyelerindeki degisim Sekil 4.16’da gosterilmistir. miR156 ekspresyon
seviyesi ilk 6 saatte artarken zamanla azalmaya baslamistir. miRNA’nin hedef genin (SPL)

ekspresyonunda zamana bagli bir degisim gézlenmemistir.

25}

20}

@)

miR156

05

0,0

1,2

1.0

08

0,6

SPL

04}

(b)

02

0,0

.
Cd &
o S

Sekil 4.16: miR156 Bar Grafigi (a) Squamosa Promotér Baglanma Benzeri Protein Bar Grafigi (b)
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4.4.2. miR159 ve Hedef Geninin Gen Ekspresyon Seviyesine Gore Karsilastirmal
Analizi

Lemna minor’de uygulanan Cd sonrast miR159 ve hedef geni MYB’de gen
ekspresyon seviyelerindeki degisim Sekil 4.17°de gosterilmistir. miR159 ekspresyon
seviyesi ilk 6 saatte artarken zamanla azalmistir. miRNA’nin hedef genin (MYB)
ekspresyonunda artan zamana bagl olarak ekspresyonda azalma gézlemlenmistir.

2,5

2,0+
1,5+
1,0} (a)
0’5 - -
0,0
\Y \ \S

151

miR159

MyYB

1,0F
(b)
05}

0,0}

Sekil 4.17: miR159 Bar Grafigi (a) MYB Transkripsyon Faktérii Bar Grafigi (b)
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4.4.3. miR171 ve Hedef Geninin Gen Ekspresyon Seviyesine Gore Karsilastirmal
Analizi

Lemna minor’de uygulanan Cd sonrast miR171 ve hedef geni GRAS’da gen
ekspresyon seviyelerindeki degisim Sekil 4.18’de gosterilmistir. miR171 ekspresyon
seviyesi ilk 6. ve 12. saatte artarken, 24. saatte azalmistir. miRNA’nin hedef genin (GRAS)
ekspresyonunda artan zamana bagl olarak ekspresyonda artis gézlemlenmistir.

25}
20t

1,5

miR171

i ) @)

05

0,0}

4,01
351
3,00
2,50

2,01

GRAS

1,5+
1,0 (b)

0,5

0,0

Sekil 4.18: miR171 Bar Grafigi (a) Scarecrow Benzeri Protein Bar Grafigi (b)
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4.4.4. miR395 ve Hedef Geninin Gen Ekspresyon Seviyesine Gore Karsilastirmal
Analizi

Lemna minor’de uygulanan Cd sonrast miR395 ve hedef geni SULTR’de gen
ekspresyon seviyelerindeki degisim Sekil 4.19°da gosterilmistir. miR395 ekspresyon
seviyesi ilk 6 saatte artarken 12. saatten sonra azalmigtir. miRNA’nin hedef genin (SULTR)

ekspresyonunda artan zamana bagl olarak ekspresyonda azalma gézlemlenmistir.
2,0

1,5

miR395
-~
S
T

@)

0,5

0,01 -
2

1,2
1,0

0,8

SULTR2
KS)
[~}
T

(b)

0,4}

0,2

0,0

Sekil 4.19: miR395 Bar Grafigi (a) ATP Siilfirilaz Bar Grafigi (b)
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4.4.5. miR396 ve Hedef Geninin Gen Ekspresyon Seviyesine Gore Karsilastirmal
Analizi

Lemna minor’de uygulanan Cd sonrast miR396 ve hedef geni GRF’de gen
ekspresyon seviyelerindeki degisim Sekil 4.20°da gosterilmistir. miR396 ekspresyon
seviyesi ilk 6 saatte artarken zamanla azalmistir. miRNA’nin hedef genin (GRF)

ekspresyonunda 12. saate kadar artis sonrasinda ise azalma gozlemlenmistir.

1,8}
1,6F
14}
1,2}
1,0F
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miR396
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0,61
0,41
0,2

0,0

2,51

2,0

1,5+
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1,0
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0,51

0,01

Sekil 4.20: miR396 Bar Grafigi (a) Biiyiimeyi Diizenleyen Transkripsiyon Faktorii (GRF) Bar Grafigi
(b)
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4.5. Lemna minér Orneklerinde Agir Metal Miktarinin Belirlenmesi

Yas yakma metodu ile Lemna minor 6rneklerinde dlglilen Cd miktarlar1 Tablo 4.4’te
gosterilmistir. Elde edilen verilere gore bar grafigi cizilmis ve Sekil 4.21°de gosterilmistir.
Orneklerde zamana bagli olarak Cd miktarinin arttig1 gézlenmistir. 0. saatte ortalama Cd
miktar1 0,0006 gr Cd kg!, 6. saatte 0,1564 gr Cd kg™!, 12. saatte 0,1831 gr Cd kg 've 24.
saatte 0,2124 gr Cd kg! olarak belirlenmistir.

Tablo 4.4: Lemna minér Orneklerinde Agir Metal Miktart (ppm)

Cd
0.saat 0,00
0.saat 0,395
0.saat 0,657
06.saat 805,10
06.saat 759,70
06.saat 906,02
12.saat 969,30
12.saat 1015,00
12.saat 1248,00
24 saat 1176,00
24 saat 1284,00
24 saat 1524.,20
1600 |-
1400
1200}
1000 |-
3 800 ;
600
400}
200
ol

3 \J
“ “
& N 4
V

Sekil 4.21: Lemna minér Orneklerinde Zamana Bagl Olarak Cd Miktarindaki Degisim
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5. TARTISMA

Su, bir¢ok organik ve inorganik madde i¢in iyi bir ¢oziicii olmasi, organik maddelerin
yapi tas1 olarak kullanilmasi, metabolik faaliyetlerin gerceklesmesini saglamasi, viicut 1s1sin1
diizenlemesi ve bir¢ok organizma i¢in yasam alani olmasi bakimindan, ekosistemin son
derece onemli bir boliimiinii temsil etmektedir. Ancak, kentsel atiklar, sanayi ve tarimsal
faaliyetler, nakliyat, termik ve niikleer santraller ve daha bir¢ok insan faaliyeti su kirliligine
neden olmaktadir. Boyle faktdrler sonucu ortama bilerek veya bilmeyerek sizan organik ve
inorganik bilesikler, mikroorganizmalar, deterjanlar, pestisitler, agir metaller, radyoaktif
partikiiller, yaglar ve petrol iiriinleri vb. maddeler suyu kirleten baslica kirleticilerdendir
(Tchounwou vd., 2012). Agir metal ve diger bircok kirleticinin giderimi i¢in biyolojik
yontemlerin kullanildig1 biyoremediasyon, bakteriler gibi mikroorganizmalar ve makrofitler,
algler veya diger organizmalar kullanilarak kirletici ve zararli maddelerin ortamdan giderimi
anlamina gelen bir siirectir (Kulshreshtha vd., 2014).

Lemna minor gibi metal biriktiren bitkiler, molekiiler metal tolerans mekanizmalarini
tanimlamak i¢in miikemmel tiirlerdir. Agir metallerin kimyasal ve biyolojik siireclerle
parcalanamayan dogasi, aragtirmacilart biyolojik yaklasim olarak hiper akiimiilator bitkileri
tercih etmeye yonlendirir. Su mercimegi (L. minor) de {lizerinde bugiine kadar pek cok agir
metal uzaklastirilma ¢alismasi yiriitiilerek 6nemli metaller i¢in farkli sartlarda uzaklagtirma
kapasitesi saptanmis biyoindikator akuatik bitki tiirlerinden biridir (Leblebici ve Aksoy,
2011).

100 uM CdCl; igeren %50 Hoagland soliisyonu i¢inde 6, 12 ve 24 saat siireyle inkiibe
edildikten sonra kurutulan bitki 6rneklerinde yapilan agir metal analiz sonuglar1 bitkinin
zamana bagli olarak daha fazla Cd’i biinyesinde biriktirdigini gostermistir. L. minor’un saate
bagl biriktirdigi Cd miktarlar1 0.1564 (6 saat), 0.1831 (12 saat), 0.2124 (24 saat) ve 0.3627
gr Cd kg! olarak hesaplanmustir. L. minor’iin dokularinda yiiksek agir metal birikim
potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir. Zayed ve arkadaslarinin (1998) yaptig1 ¢calismada
bitkiye konsantrasyonlar1 0.1 — 10 mg L™! arasinda degisen Cd, Cr, Cu, Ni, Pb ve Se gibi eser

elementleri igeren besin sollisyonlar: verildiginde su mercimegi dokularinda biriken eser
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elementlerin en yiiksek konsantrasyonlar1 Cd igin 13.3 gr Cd kg 'olarak saptanmustir (Zayed
vd., 1998). Calismada 3 litre ebatinda plastik kaplar kullanilmis ve su mercimekleri 8 giin
inkiibe edilmistir, agir metal muamelesi sonunda ise Ornekler distile su ile yikanip
kurutulmustur. Ancak bizim ¢alismamizda agir metal uygulamasi sonrasinda 6rnekler 10
mM EDTA ile yikanip kok ve yaprak yiizeyine disaridan tutunan metal iyonlarmdan
arindirildiktan sonra kurutulmustur. Zayed ve arkadaglarmin g¢alismasina oranla bizim
caligmamizda hesaplanan agir metal miktar1 daha diisiik olmasinin bir nedeni EDTA ile
muamele olabilir, EDTA dis kaynakli Cd’u baglayacagindan agir metal Ol¢limlerinde
sonuglara sadece bitki tarafindan alinan Cd miktar1 yansiyacaktir. L. minor’de Cd miktarinin
daha diisiik olmasimin bir diger sebebi inkiibasyon siiresi olabilir. inkiibasyon siiresi Zayed
ve arkadaglarmin ¢alismasinda 8 giin iken bizim ¢alismamizda en uzun inkiibasyon siiresi
sadece 24 saattir. Inkiibasyon siiresindeki artis bitkinin biinyesinde daha ¢ok agir metal
birikme olasiligim1 artirmaktadir denilebilir. Yang ve arkadaglarinin (2012) yaptig1 bir
caligmada ise soya fasiilyesi tohumlar1 (Glisin max L.) 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca 50 mg
/ L (Cd50), 100 mg/ L (Cd100) ve 200 mg / L (Cd200) kadmiyum ¢6zeltisine maruz kalmis
ve tohumlar, Cd birikimi, oksidatif stres ve antioksidatif yanitlar1 agisindan incelenmistir .
Soya fasulyesi tohumlari, maruz kalma siiresi ve doza bagl bir sekilde Cd biriktirmistir
(Yang vd., 2012). Biriken kadmiyum miktarinin her {i¢ ¢alismada da maruz kalma siiresi ile
dogru orantili olarak arttig1 goriillmektedir.

miRNA'larin fizyolojik siireglerde ve bitki gelisiminde yer aldig1 (Bartel ve Bartel,
2003) ve baz1 miRNA'larin ekspresyonunun abiyotik streslerle diizenlendigi bilinmektedir
(Jones-Rhoades ve Bartel, 2004). Bu tez kapsaminda akuatik bitki Lemna minor’iin
kadmiyum stresine verdigi cevabin epigenetik regiilasyonda karmasik rollere sahip
miRNA’lan kullanarak arastirilmasi amaclanmistir. Calismamizda Cd agir metal stresinde
gorevli oldugu belirtilen (Noman ve Agqeel, 2017) 5 farkli miRNA (miR156, miR159,
miR171, miR395 ve miR396) kullanilmistir. Cd'ye duyarli hiicrelerdeki miRNA'larin
diizenleyici roliinii dogrulamak i¢in, Cd ile diizenlenen miRNA'larin karsilik gelen hedef
mRNA'lari, miRTarBase veritabani kullanilarak tahmin edilmistir (Anonim). miRNA'lar
hedef mRNA'larin1 genelde negatif olarak diizenledikleri i¢in, bu hedeflerin tanimlanmasi,
bu miRNA'larin dahil oldugu yollar hakkinda bilgi saglar (Li vd., 2017). mikroRNA

ekspresyonundaki zamansal farkliliklar, strese duyarli mikroRNA'larin tanimlanmasinda ve
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stres yanit1 / toleransindaki rollerinin analizinde farkli zaman araliklar1 uygulanmasinin
onemini vurgulamaktadir. Farkli zaman araliklari, mikroRNA'nin degisen ortamlar altinda
genlerin ifade seviyelerinin yeniden diizenlenmesi ile ilgili bilgiler verebilir (Li vd., 2017).
Bu nedenle, ¢alisilan miRNAlar ve hedef genlerinin zamana bagli ekspresyon profillerini
belirlemek amaciyla Srivastava ve arkadaslarinin (2012) calismalarinda yaptigi gibi
caligmamizda 6. ve 24. saat araliklarini ve buna ilaveten 12. saat de kullanilmstir.

Calisilan miRNAlarin gen ekspresyon analiz sonuglari ekspresyonun 6 ve 12. saatte
artarken 24. saatte azaldigini1 gostermistir. Bu nedenle Cd stresine yanit olarak miRNA’larin
Srivastava vd (2012) belirttigi gibi dinamik bir ekspresyon profili sergiledigi diisiiniilebilir.
Ayrica miRNAlarin agir metal stresinde farkli bitki tiirlerinde ve farkli agir metal
uygulamalarinda farkl1 ekspresyon profili sergiledikleri goriilmektedir. Ornegin, miR 156 nin
Cd stresine maruz birakilan Oryza sativa ve Triticum aestivum’da asag regiile edildigi
bildirilirken Brassica napus’ta ise yukari regiile edildigi bildirilmistir (Jalmi vd., 2018). Ding
vd. (2011), Cd'ye duyarli miRNA'larin ¢ogunun miR156, miR162 ve miR390 ile birlikte
asagi regiile edildigini gostermislerdir. Yine, Xie vd. (2007) Cd'ye maruz kaldiginda miR156
ekspresyonunun bastirildigini gostermistir. Bununla birlikte, Srivastava vd. (2012) yaptiklari
bir ¢alismada Brassica juncea’da arsenik stresi altinda miR156 gen ekspresyonunu kokte ve
filizde incelemis, miR156°nin, mikroarray ile 1. saatte agsag1 regiile edilirken, gercek zamanl
PCR analizi sirasinda tiim zaman noktalarinda (6. 24. ve 72. saat) yukar regiile oldugunu
bulmuglardir. Bitkilerde agir metal uygulamasi sonucunda miR156 ile yapilan ¢alismalarda
kadmiyum ve civa streslerine yanit olarak asagi regiile edildigi, aliminyum, mangan ve
arsenik stresi altinda yukar regiile edildigi bildirilmistir (Noman ve Aqeel, 2017). Triticum
aestivum’da ise kadmiyum stresinde miR156’nin kokte ve yaprakta asagi regiile edildigi
bildirilmistir. Calismamizda miR156’nin 6. ve 12.saatte gen ekspresyonu yukar regiile
edilmis 24. saatte ise asag1 regiile edildigi goriilmiistiir. Arabidopsis'te 17 SPL geninden
11'inin miR156 ve miR157'nin hedefleri oldugu bilinmektedir (Rhoades vd., 2002).
Calismamizda hedef gen ekspresyonunda (SPL) ise herhangi bir degisim gozlenmemistir. L.
minor’de miR156’nin hedef geninin ifadesinin degismediginin gozlenmesi, bize bitkinin
maruz kaldig1 agir metali tolere etmekte zorlanmadigini ve strese bagli olarak bu hedef genin
rol aldig1 glikoz, inorganik tuzlar, ATP ve giberellin sentezindeki metabolik siire¢lerinin

alternatif metabolik yollar sayesinde etkilenmedigini diisindiirmektedir.
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miR159 yaygin bitki tiirleri arasinda en bol bulunan mikroRNA ¢esitlerinden
birisidir. Yaprak gelisimi, ¢igek organlar1 tanimlanmasi ve stres cevabi gibi birden fazla
gorevi mevcuttur (Kaplan, 2017). miR159 ailesi, ¢cogu kara bitkisinde (> 400 milyon yil)
bulunan en eski miRNA ailelerinden birini temsil eder. miR159, hedefleri MYB / TCP
transkripsiyon faktorleri yoluyla gibberellin sinyalini ve etilen biyosentezini diizenler
(Achard vd., 2004). Bitkilerde agir metal uygulamasi sonucunda miR159 ile yapilan
caligmalarda kadmiyum, civa, aliminyum, mangan ve arsenik streslerine yanit olarak asagi
regiile edildigi bildirilmistir (Noman ve Ageel, 2017). Yapilan bir diger ¢calismada Triticum
aestivum’da kadmiyum stresinde miR159’un benzer sekilde kokte ve yaprakta asagi regiile
edildigi bulunmustur (Qiu vd., 2016). Hiperakiimiilator bir bitki R. communis’te ise
miR159’un nikel stresinde kokte ve yaprakta yukar regiile edildigi gosterilmistir (Celik ve
Akdas, 2019). Brassica juncea’da yapilan bir ¢alismada arsenik stresi altinda miR159 gen
ekspresyonunun kokte ve filizde 6. ve 24. saatlerde yukar regiile edildigi 72 saatte ise kokte
asag1 regiile edildigi, filizde ise yukar regiile edildigi gosterilmistir (Srivastava vd., 2012).
Calismamizda miR159’un 6. ve 12.saatte gen ekspresyonu yukarn regiile edilmis 24. saatte
ise agag1 regiile edildigi goriilmiistiir. miR159’un hedef geni olan MY B’nin ekspresyonunun
ise 6. ve 12.saatte gen ekspresyonu asagi regiile edilmis 24. saatte ise yukari regiile edildigi
goriilmiistiir. Normal kosullarda azalan miR159 ekspresyonunun hedef geni olan MYB
ekspresyonunu artirmasi beklenmektedir. Bizim ¢alismamizda bunu desteklemektedir.

Agir metal kosullarinda hayatta kalmak i¢in sararma (kloroz) ve yaslanmadan
(senescence) kagimmak onemlidir. Klorozda; Fotosistem II biyosentezinin rol oynadigi
bilinmektedir. Bu noktada, miR171'in diizenleyici rolii 6nem kazanmaktadir. miR171’in
Oryza sativa, Brassica juncea, Brassica napus, Medicago truncatula ve Phaseolus
vulgaris'te kadmiyum, civa ve arsenik streslerine yanit olarak asagi regiile edildigi,
aliiminyum stresi altinda yukar1 regiile edildigi bildirilmistir (Yang, 2013). Hiperakiimiilator
bir bitki R. communis’te nikel stresinde miR171’in kokte ve yaprakta asagi regiile edildigi
gosterilmistir (Celik ve Akdas, 2019). miR171 ailesi Scarecrow-benzeri (SCLp) proteinler
ailesinin gen ifadesini regiile etmektedirler. Calismamizda miR171’in 6. ve 12.saatte gen
ekspresyonu yukari regiile edilmis 24. saatte ise asagi regiile edildigi goriilmiistiir. miR171’in
hedef geni olan GRAS’1n ekspresyonunda ise genel olarak yukar: regiilasyon gozlenmistir.

Bunun sonucu olarak; Cd stresi kosullarinda L. minor’un hayatta kalabilmek ve senesensten
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kurtulabilmek i¢in bitkinin klorofil II biyosentezini indiikledikleri ve klorozdan kaginma
yoniinde mekanizmalarini devreye soktuklari soylenebilir. Elde edilen bu verinin literatiirle

uyumlu oldugu goriilmiistiir (Celik ve Akdas, 2019).

miR395, siilfat eksikliginde kuvvetle indiiklenir ve siilfat homeostazinin
diizenlenmesi i¢in ¢ok Onemlidir (Takahashi vd., 2011). miR395'in S alinimmi ve
tasinmasini, sirastyla SULTR2; 1 ve Siilfat alimima ve siilfatin aktivasyonuna dahil olan
APS'yi diizenledigi bilinmektedir (Liang ve ark., 2010). miR395'in hedef genleri tizerindeki
etkilerini farkli mekanizmalar izler. Kawashima vd. (2009), Arabidopsis thaliana bitkisinde
stlfiir agir metali ile yaptiklar ¢alisma sonucunda; SULTR2;1 mRNA seviyesinin arttig1,
ATPS4 seviyesinin diistiigii ve ATPSI ekspresyon seviyesinin ise etkilenmedigini
gostermistir. Dolayisiyla, miR395 aracili mRNA boéliinmesinin hedeflerinin islevlerini {i¢
farkl1 mekanizma ile diizenledigi goriilmektedir. SULTR2'nin mRNA seviyeleri, siilfat agligt
sirasinda koklerde artar ve ekspresyonu, mekéansal olarak ksilem parankim hiicreleriyle
sinirlandirilabilir (Kawashima vd., 2009). ATPS4, miR395 tarafindan kanonik bir
diizenlemeye tabi tutulur, ¢iinkii miR395'in indiiklenmesinden sonra mRNA seviyeleri diiser.
ATPSI diizeyleri ise ATPS1 mRNA'sinda bir diisiis gozlemleyen Jones-Rhoades ve Bartel'in
(2004) aksine, stilfat eksikliginden etkilenmemistir. Kawashima vd.’nin (2011) yaptig1 bir
caligmada miR395 ve SULTR2; 1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Bununla birlikte,
sadece belirli zaman noktalarinda bir artis gosteren APS aktivitesinin analizi miR395 ile
negatif korelasyon gostermemistir. Bu, APS gibi bir enzimin seviyesinin, miRNA'nin sadece
bir bilesen olacagi ¢esitli seviyelerde diizenlenebilecegini diisiindiirmiistiir. Bitkilerde
yapilan ¢aligmalarda miR395’in kadmiyum, aliiminyum ve mangan streslerine yanit olarak
yukar1 regiile edildigi civa stresine yanit olarak asagi regiile edildigi bildirilmistir (Noman ve
Ageel, 2017). Hiperakiimiilator bitki R. communis’te ise nikel stresinde miR395’in kdkte ve
yaprakta asagi regiile edildigi gosterilmistir (Celik ve Akdas, 2019). Bir diger c¢alismada,
Brassica juncea’da arsenik stresi altinda miR395 gen ekspresyonunun kokte ve filizde 6. ve
24. saatlerde yukar1 regiile edildigi 72 saatte ise asagi regiile edildigi gosterilmistir
(Srivastava vd., 2012). Ancak kokteki azalma filizden daha fazladir. Ayni calismada
miR395’in hedef geninde ise kokte ve filizde 6. ve 24. saatlerde agag1 regiile edildigi 72 saatte

ise yukar1 regiile edildigi gosterilmistir. Ancak bu azalma kokte daha fazladir (Srivastava vd.,
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2012). Calismamizda miR395’in 6. ve 12.saatte gen ekspresyonu yukari regiile edilmis 24.
saatte ise asagi regiile edildigi goriilmiistiir. Calismamizda miR395’in hedef geni olan
SULTR’nin ekspresyonunun 6. 12. ve 24. saatlerde asag regiile edildigi gorilmiistiir.
Calisma sonucunda elde edilen verilerde miRNA ekspresyon seviyesindeki degisikligin
literatiirle uyumlu oldugu ancak hedef gen ve miRNA arasinda beklenen negatif
korelasyonun bulunmadigi goriilmiistiir. Erime egrisi analizinde goriilen non spesifik
baglanma piklerini gézoniine aldigimizda bu istenmeyen sonucun, primer dizayninda
genomdaki tekrar bolgelerin detayli incelenememesi ve self dimer, hairpin oranlarinin
yiiksek olmasi sebebiyle primerin non spesifik baglanmalar yapmasindan kaynaklanmis

olabilecegi diisiintilmektedir.

Absisik asit (ABA), bitki biliyiimesi ve gelisimi sirasinda GA ve diger fitohormonlarin
etkilerini ¢esitli slireclerde antagonize eder (Bailey-Serres ve Voesenek, 2010). Bitkilere
0zgl transkripsiyon faktorlerinin korunmus bir sinifi olan biiylimeyi diizenleyen faktorler
(GRF'ler), ABA sinyal yoluna ABA ve ozmotik strese duyarli genlerin transkripsiyonel bir
baskis1 olarak katilir (Kim vd., 2012). Birkag GRF'nin ekspresyonu, hormon homeostazinin
diizenleyicisi olarak islev goren ve su stresi altinda sinyal veren miR396 tarafindan kontrol
edilir (Zhang vd., 2008; Omidbakhshfard vd., 2015). miR396, hiicre proliferasyonunun ve
meristem biiyiikliigiiniin diizenlenmesinde 6zel bir role sahiptir. miR396 transkripsiyonel
olarak kontrol edilen GRF'ler iizerinden kok ve yaprak dokularinin gelisimine aracilik eder
(Debernardi vd., 2012; Liu vd., 2009). Bu miRNA’nin en 6nemli gorevi stres cevabinda rol
almasidir (Kaplan, 2017). Bitkilerde agir metal uygulamasi sonucunda miR396 ile yapilan
caligmalarda mangan stresine yanit olarak yukari regiile edildigi kadmiyum, aliiminyum, civa
ve arsenik streslerine yanit olarak asagi regiile edildigi bildirilmistir (Noman ve Ageel, 2017).
Hiperakiimiilator bitki R. communis’te nikel stresinde miR396’nin kokte ve yaprakta asagi
regiile edildigi gosterilmistir (Celik ve Akdas, 2019). Calismamizda miR396’nin 6. ve
12.saatte gen ekspresyonu yukari regilile edilmis 24. saatte ise asagi regiile edildigi
goriilmiistiir. miR396’nin hedef geni GRF’de ise 6. ve 12.saatte gen ekspresyonu yukari
regiile edilmis 24. saatte asagi regiile edildigi goriilmiistiir. Bunun sonucu olarak elde edilen
miRNA verilerinin literatlirle uyumlu oldugu gozlemlenirken hedef gen GRF’nin

ekspresyonu ise azalmis ve miR396 ile benzer bir profil sergilemistir.
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Lemna minér bugline kadar agir metal stresi c¢alismalarinda oldukca fazla tercih
edilmis bir bitki olmasina ragmen gen ekspresyon profilleri {izerinde yapilan herhangi bir
caligma Ornegine literatlirde rastlanilmamustir. Bu ¢alismada Lemna mindr bitkisinde agir
metal stresi ile iliskili oldugu diisiiniilen miRNA’lar ve ilgili hedef genleriyle yapilan qRT-
PCR analizlerinin verileri incelenmis ve se¢ilen miRNA’larin kadmiyum stresi ile iligkisi
ortaya konmustur. Kadmiyuma maruz birakilan Lemna minér’de ¢aligilan tiim miRNA’larda
(miR156, miR159, miR171, miR395 ve miR396) gen ekspresyonunun 6 ve 12.saatte arttigi
24. saatte ise azaldig1 goriilmektedir. Caligmada kullanilan miRNA’larin ekspresyonlarinin
bazi bitki tiirlerinden elde edilen sonuglarla benzer, bazilar ile de farkliliklar gostermis
olmasi metal stresi ile iliskili miRNAlarin ifadelerinin diizenlenmesinde tiirden tiire
farkliliklar olabilecegini gostermektedir. Ayrica zamana bagli ekspresyon profilleri ile
yapilan c¢alismalarda (Srivastava vd., 2012) bahsedildigi gibi ekspresyonda artiglar ve
azaliglar gézlemlenmektedir.

Ancak calismamizda elde ettigimiz hedef genlerin ifadeleri ve miRNA'larin ifade
profilleri literatiirle uyumlu degildir. miRNA ve hedef gen arasinda Gielen vd (2016)
belirttigi gibi her zaman negatif bir korelasyon gézlemlenmemistir. Hedef genler miRNA’lar
disinda bagka transkripsiyon faktorleri tarafindan da kontrol edilebilir (Gielen vd., 2016).
mikroRNA ekspresyonundaki farkli zaman araliklari, strese duyarli mikroRNA'larin
tanimlanmasinda ve stres yanit1 / toleransindaki rollerinin analiz edilmesindeki onemini
gostermektedir. Bunun yaninda calisilan miRNA’lar agir metal stresi disinda tuz, kuraklik,
151, soguk, ABA, UVB ve biyotik streslerde de gorev yapmaktadir (Wang vd., 2017).
Calisilan miRNA’larin hedef genlerinde (SPL, MYB, GRAS, SULTR ve GRF) ise SPL gen
ekspresyonu ayn1 kalirken, MYB gen ekspresyonunun 6.ve 12. saatte asag1 regiile olurken
24 saatte yukar regiile edildigi, GRAS gen ekspresyonunun 6.12. ve 24. saatlerde yukari
regiile edildigi, SULTR gen ekspresyonunun asagi regiile edildigi ve GRF gen
ekspresyonunun ise 6.ve 12. saatte yukari regiile olurken 24.saatte asag1 regiile edildigi
gosterilmistir.

Sonug olarak, hiperakiimiilator bitkilerin agir metale diger bitkilere goére daha
dayanikli olmasindan dolay1 uygulanan agir metal bitkide agir metal stresinde gorev yapan
miRNAlar ve onlarin hedef genlerinin ekpresyonlarinin daha ge¢ yanit vermesine sebep

olabilir. Yani uygulanan agir metalin olumsuz etkileri bitkide belli bir miktar agir metal
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birikiminden sonra ortaya ¢ikiyor olabilir. Hiperakiimiilator bitkilerde agir metal stresine
verilen cevaplar uygulanan doz ve inkiibasyon siiresine bagl olarak degisiklik gosteriyor
olabilir. Lemna minor lizerinde farkli kadmiyum dozlar test edilerek ayn1t miRNAlar ve
hedef genlerinin ekspresyon profillerinin belirlenmesi bu duruma aciklik getirebilir.
Calismadan elde edilen bilgiler bu bitki ile ilgili yapilacak sonraki caligmalara rehberlik

etmesi yoniinden 6nemlidir.
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EKLER

Cd Olgiim fstatistii Anova

‘ Factor codes

| GRUP

- Sample size

12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 4,177
DF 1 3
DF 2 8
Significance level P =0,047

ANOVA

Source of variation Sum of Squares DF Mean Square
Between groups 2986809,1688 3 995603,0563
(influence factor)
Within groups 119436,8884 8 14929.,6110
(other fluctuations)
Total 3106246,0572 11
F-ratio 66,686
Significance level P <0,001
Tukey-Kramer test for all pairwise comparisons
Factor n Mean SD | Different (P<0,05)
from factor nr
(1) 0.SAAT 3 0,3507 0,3307 © (2)(3)(4)
(2) 06.SAAT 3 823,6067 74,8950 @ (1)(4)
(3) 12.SAAT 3 1077,4333 149,4719 © (1)
(4) 24.SAAT 3 1328,0667 178,2336 : (1)(2)
Residuals

for Normal distribution

D'Agostino-Pearson test

accept Normality (P=0,4710)

Q=

Save residuals

Multiple comparison graph
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miRNA Anova Istatistik Degerleri
miR156 Anova Istatistik

Data miR156
Factor codes GRUP
Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 5,299
DF 1 3
DF 2 8
Significance level P=0,026

ANOVA

Source of variation Sum of Squares DF Mean Square
Between groups 4,1549 3 1,3850
(influence factor)
Within groups 1,0526 8 0,1316
(other fluctuations)
Total 5,2075 11
F-ratio 10,526
Significance level P=0,004
Tukey-Kramer test for all pairwise comparisons
Factor n Mean SD | Different (P<0,05)
from factor nr
(1) 0.SAAT 3 1,0017 0,07026 = (2)
(2) 06.SAAT 3 2,0553 0,2545 = (1)4)
(3) 12.SAAT 3 1,4010 0,6496 : (4)
(4) 24.SAAT 3 0,4410 0,1859 = (2)(3)
Residuals

for Normal distribution

D'Agostino-Pearson test

accept Normality (P=0,0725)
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miR159 Anova istatistik

One-way analysis of variance

Data miR159
Factor codes GRUP
' Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 3,687

DF 1 3

DF 2 8

Significance level P=0,062
ANOVA

Source of variation Sum of Squares DF Mean Square

Between groups 2,9814 3 0,9938

(influence factor)

Within groups 1,2401 8 0,1550

(other fluctuations)

Total 42215 11

F-ratio 6,411

Significance level P=10,016

Tukey-Kramer test for all pairwise comparisons

Factor n Mean SD | Different (P<0,05)
from factor nr
(1) 0.SAAT 3 1,0133 0,1975
(2) 06.SAAT 3 2,0140 0,5051 = (4)
(3) 12.SAAT 3 1,5165 0,5433
(4) 24.SAAT 3 0,7038 0,1753 © (2)
Residuals
D'Agostino-Pearson test accept Normality (P=0,9884)
for Normal distribution
(2 1] Save residuals

Multiple comparison graph
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miR171 Anova istatistik
One-way analysis of variance

Data miR171
Factor codes GRUP
' Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 2,626

DF 1 3

DF 2 8

Significance level P=0,122
ANOVA

Source of variation Sum of Squares DF Mean Square

Between groups 2,6346 3 0,8782

(influence factor)

Within groups 2,1446 8 0,2681

(other fluctuations)

Total 4,7792 11

F-ratio 3,276

Significance level P=0,080

Factor n Mean SD

(1) 0.SAAT 3 1,0961 0,5259

(2) 06.SAAT 3 2,0124 0,8191

(3) 12.SAAT 3 1,2891 0,2468

(4) 24 SAAT 3 0,7251 02528
Residuals

D'Agostino-Pearson test accept Normality (P=0,4265)

for Normal distribution
Qs Save residuals

Multiple comparison graph
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miR395 Anova istatistik
One-way analysis of variance

Data miR395
Factor codes GRUP
' Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 2,227

DF 1 3

DF 2 8

Significance level P=0,162
ANOVA

Source of variation Sum of Squares DF Mean Square

Between groups 2,6127 3 0,8709

(influence factor)

Within groups 1,8865 8 0,2358

(other fluctuations)

Total 4,4991 11

F-ratio 3,693

Significance level P=0,062

Factor n Mean SD

(1) 0.SAAT 3 1,0639 0,4599

(2) 06.SAAT 3 1,4716 0,5950

(3) 12.SAAT 3 1,4944 0,6115

(4) 24 SAAT 3 0,3410 0,06157
Residuals

D'Agostino-Pearson test accept Normality (P=0,7495)

for Normal distribution
Qs Save residuals

Multiple comparison graph
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miR396 Anova istatistik
One-way analysis of variance

Data miR396
Factor codes GRUP
' Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 7,968

DF 1 3

DF 2 8

Significance level P=0,009
ANOVA

Source of variation Sum of Squares DF Mean Square

Between groups 2,6277 3 0,8759

(influence factor)

Within groups 0,4687 8 0,05858

(other fluctuations)

Total 3,0963 11

F-ratio 14,951

Significance level P=0,001
Tukey-Kramer test for all pairwise comparisons

Factor n Mean SD | Different (P<0,05)

from factor nr

(1) 0.SAAT 3 1,0003 0,02773 © (2)

(2) 06.SAAT 3 1,6957 0,09840 = (1)(4)

(3) 12.SAAT 3 1,3925 0,4501 @ (4)

(4) 24.SAAT 3 0,4443 0,1461 © (2)(3)
Residuals

D'Agostino-Pearson test
for Normal distribution

reject Normality (P=0,0203)

Save residuals
Multiple comparison graph

Q=
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mRNA Anova Istatistik Degerleri

SPL mRNA(miR156) Anova istatistik
One-way analysis of variance

Data SPL
Factor codes GRUP
- Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 2,727
DF 1 3
DF 2 8
Significance level P=0,114
ANOVA
Source of variation Sum of Squares DF Mean Square
Between groups 0,0006080 3 0,0002027
(influence factor)
Within groups 0,002776 8 0,0003470
(other fluctuations)
Total 0,003384 11
F-ratio 0,584
Significance level P=0,642
Factor n Mean SD
(1) 0.SAAT 3 1,0000 0,002851
(2) 06.SAAT 3 1,0139 0,02494
(3) 12.SAAT 3 1,0100 0,01801
(4) 24 SAAT 3 1,0195 0,02081
Residuals

D'Agostino-Pearson test
for Normal distribution

accept Normality (P=0,4648)

0=

Save residuals

Multiple comparison graph
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MYB mRNA(miR159) Anova istatistik
One-way analysis of variance

Data MYB
Factor codes GRUP
' Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 3,541
DF 1 3
DF 2 8
Significance level P=0,068
ANOVA
Source of variation Sum of Squares DF Mean Square
Between groups 0,1283 3 0,04276
(influence factor)
Within groups 0,3651 8 0,04563
(other fluctuations)
Total 0,4934 11
F-ratio 0,937
Significance level P=0,467
Factor n Mean SD
(1) 0.SAAT 3 1,0288 0,2798
(2) 06.SAAT 3 0,8084 0,1879
(3) 12.SAAT 3 0,7536 0,2621
(4) 24.SAAT 3 0,8840 0,01560
Residuals
D'Agostino-Pearson test accept Normality (P=0,4623)
for Normal distribution
Qs Save residuals

Multiple comparison graph
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GRAS mRNA(miR171) Anova istatistik

One-way analysis of variance

Data GRAS
Factor codes GRUP
Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 8,213
DF 1 3
DF 2 8
Significance level P =0,008
ANOVA
Source of variation Sum of Squares DF Mean Square
Between groups 5,0002 3 1,6667
(influence factor)
Within groups 1,3943 8 0,1743
(other fluctuations)
Total 6,3945 11
F-ratio 9,563
Significance level P=0,005
Tukey-Kramer test for all pairwise comparisons
Factor n Mean SD | Different (P<0,05)
from factor nr
(1) 0.SAAT 3 1,0086 0,2863 ' (2)(4)
(2) 06.SAAT 3 2,4749 0,7743 = (1)(3)
(3) 12.SAAT 3 1,1443 0,02051 © (2)
(4) 24.SAAT 3 2,2294 0,1238 = (1)
Residuals
D'Agostino-Pearson test reject Normality (P=0,0183)
for Normal distribution

0=

Save residuals
Multiple comparison graph
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SULTR2 mRNA(miR395) Anova Istatistik
One-way analysis of variance

Data SULTR2
Factor codes GRUP
Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 4,863

DF 1 3

DF 2 8

Significance level P=0,033
ANOVA

Source of variation Sum of Squares DF Mean Square

Between groups 1,3568 3 0,4523

(influence factor)

Within groups 0,008581 8 0,001073

(other fluctuations)

Total 1,3654 11

F-ratio 421,637

Significance level P < 0,001
Tukey-Kramer test for all pairwise comparisons

Factor n Mean SD | Different (P<0,05)

from factor nr

(1) 0.SAAT 3 1,0076 0,02353 © (2)(3)(4)

(2) 06.SAAT 3 0,3209 0,05702 = (1)(3)(4)

(3) 12.SAAT 3 0,2063 0,01921 © (1)(2)

(4) 24.SAAT 3 0,1919 0,01080  (1)(2)
Residuals

D'Agostino-Pearson test
for Normal distribution

accept Normality (P=0,1110)

0=

Save residuals

Multiple comparison graph
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GRF mRNA(miR396) Anova istatistik

One-way analysis of variance

Data GRF
Factor codes GRUP
- Sample size 12

Levene's test for equality of error variances

Levene statistic 0,497

DF 1 3

DF 2 8

Significance level P=0,694
ANOVA

Source of variation Sum of Squares DF Mean Square

Between groups 2,9289 3 0,9763

(influence factor)

Within groups 1,6745 8 0,2093

(other fluctuations)

Total 4,6034 11

F-ratio 4,664

Significance level P=0,036
Tukey-Kramer test for all pairwise comparisons

Factor n Mean SD | Different (P<0,05)

from factor nr

(1) 0.SAAT 3 1,0498 0,3948

(2) 06.SAAT 3 1,3721 0,6072

(3) 12.SAAT 3 2,0886 0,5171 @ (4)

(4) 24.SAAT 3 0,7634 02131 (3)
Residuals

D'Agostino-Pearson test
for Normal distribution

accept Normality (P=0,7964)

Q=

Save residuals

Multiple comparison graph
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