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OZET

BUGDAYDA KOK VE KOK BOGAZI CURUKLUGU HASTALIGI VE TUZA
KARSI DAYANIKLILIK SAGLAYAN miRNA (MiKRORNA)’LARIN
AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Abiyotik (tuz) ve biyotik (patojen) stresler, ekonomik énemi olan tahillar dahil,
tim bitkilerin normal fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol agmaktadir. Bugday
(Triticum aestivum L.) yasamu siiresince birgok stres faktori ile karsilagmaktadir. Bu
stres faktorleri, bugday tizerinde nadiren de olsa tek baslarina etki yapabilirken,
genellikle etkilerini es zamanl olarak gerceklestirmektedirler. Bu tez ¢alismasinda gen
ifadesi analizi yaklasimi olan mikroarray uygulamasi ile bugdayin ¢oklu stres faktorleri
ile yaprak ve kok dokularina ait 6rnekler alinarak bugdayda dayanikli (R) ve hassas (S)
genotiplerindeki miRNA’lara ait ifade diizeyi saptanmasi amaglanmistir.

Bu amagla bugdayda kok ve kok bogazi ¢iiriikliigiine neden olan F. culmorum ve
B. sorokiniana patojenleri secilerek R ve S genotiplerine bu patojenlerin asilamasi
yapilarak asir1 nemli ortamda gelismesi saglanmistir. Ayrica tuz uygulamasi igin Stres
grubu Ornekleri 5 giin siire ile 200 mM NaCl c¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Bu
dogrultuda 11.861 adet miRNA probu igeren genis ¢apli mikroarray hazirlanarak R ve S
genotiplerine ait 4 kiitliphane olusturularak mikroarray taramasi yapilmistir.

Caligmada toplamda kontrol uygulamasina gore kat degisimi (fold change)
1,45’den fazla olan 131 miRNA tespit edilmistir. F. culmorum ve B. sorokiniana
patojenlerinin uygulanmasi sonucu 87 miRNA, tuz uygulamasinda ise 44 miRNA’nin
ifade seviyelerinde degisim tespit edilmistir. Ifade seviyelerindeki degisimler hem
kontrol ve stres uygulanmis ayn gesitler arasinda, hem de dayanikli ve hassas cesitler
arasinda gozlenmistir. Calismamiz sonucunda biyotik ve abiyotik uygulamalarin etkileri
sonucu ifade olan miRNA’lar tespit edildigi gibi genotipik farkliliklar nedeniyle de
ifade degisimleri gozlenmistir. Elde edilen bu miRNA’lara karsilik gelen hedef genlerin
de ifadelerinde benzer degisimler belirlenmistir.

Sonugta R ve S genotiplerinde tespit edilen 87 miRNA’nin kdk ve kdk bogazi
ciiriikliigiine, 44 MIRNA’nin ise tuz stresine yanitta gorev aldigi ve bu miRNA’larin
yaklasik 1200 iizerinde gen ailesini hedef aldig1 tespit edilmistir. Calismanin sonuglari
biyotik ve abiyotik stres sartlarina dayanikli ¢esitlerin 1slahinda seleksiyon igin yeni
markdrlerin elde edilmesine imkan saglayacak potansiyelde oldugu 6ngoriilmektedir.

2014, 165 sayfa

Anahtar Kelimeler: miRNA(microRNA), Fusarium culmorum, Bipolaris sorokiniana,
Tuz stresi, Mikroarray



ABSTRACT
DETERMINATION OF MiRNA ACTIVITIES FOR RESISTANCE AGAINST
FOOT AND ROOT ROT DIiSEASE AND SALT STRESS iN WHEAT

Abiotic and biotic stresses cause dramatical changes in physiology of most of the crop
plants including wheat. During its life cycle, wheat (Triticum aestivum L.) encounters
many stress factors. These stress factors less frequently show their effects singly but
mostly they ocur simultenously. In this dissertation thesis, using micro array approach,
one of the gene expression analyses, we attempted to assess gene expression levels of
miRNAs on roots and leaves of wheat cultivars previously identified as resistant (R) and
susceptible (S). Fort his purpose, we chose F. culmorum and B. sorokiniana causing
foot and root rot which are inoculated on R and S genotypes of wheat. In addition,
wheat plants underwent salt stress for 5 d in 200 mM NacCl.

Afterwards, four libraries belonging to R and S genotypes were screened with
microarrays containin 11,861 miRNA probes. A total of 131 miRNAs, whose fold
change values are bigger that 1.45, was obtained in this study. Significant changes were
observed on levels of 87 miRNAs after fungus inoculations and 44 miRNAs after salt
treatment. Changes in expression levels were observed both between control and treated
plants, and between resistant and susceptible plants. Our results showed that expression
differences of miRNAs dependent upon not only treatments but only genotypic
differences. Additionally target gene analyses also showed similar expression
differences were obtained on target genes corresponding to the miRNAs assessed in this
study.

As a result, a total of 87 miRNAs related to foot and root rot disease as well as 44
mMiRNAs related to salt stress were identified and they are observed to target more that
1200 gene families. It is considered that results of this study are expected to breeding of
wheat cultivars resistant to biotic and abiotic stress conditions by utilizing potantially

useful new marker systems.
2014, 165 pages

Keywords: miRNA(microRNA), Fusarium culmorum, Bipolaris sorokiniana, Salt

stress, Mikroarray
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1. GIRIS

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L. AABBDD, 2n = 42) insan ve hayvan
beslenmesinde kullanilan 6nemli tahillardan biridir. Bugday iiretimi kuzey kutbundan
ekvatora kadar genis bir alanda (deniz seviyesinden 3000 m yiiksege kadar)
yapilmaktadir. Diger besinlere gore adaptasyon sinirt ¢ok genistir (Scofield ve ark.,
2005). Diinya genelinde oldugu gibi tlilkemizde de gerek ekim alanmi gerekse iiretim
miktar1 bakimindan bugdayin 6nemi biiyiiktiir. Bugday iiretimini etkileyecek biyotik ve
abiyotik faktorlerden herhangi biri tim toplumlar1 etkileyecektir. Ciinkii bugday
uluslararasi ticarette yer alan, tiim diinyadaki bitkisel iiretimin biiyiik bir kismini
olusturmaktadir (Gill ve ark., 2004).

Ulkemiz, bugday iiretiminde yillar itibari ile kendine yeterli durumdadir. Ancak
ozellikle hava kosullarinin elverissiz oldugu yillarda iiretimde diisiisler olurken, bazi
yillar hastaliklar 6zellikle pas, siine, kok bogazi ciiriikliigii hastaligi ve kuraklik
bugdayin kalitesini biiyiik oranda disiirdiigiinden, kaliteli {iriin gereksinimi dis alimla
karsilanmaktadir (FOA, 2013). Biyotik ve abiyotik stres faktorleri bugday iiretiminde
tahil kalitesi ve verimi i¢in 6nemli sinirlayici etkenlerdir.

Bitkiler biyotik ve abiyotik streslere tolerans saglamak icin birden fazla mekanizma

gelistirmiglerdir. Bu mekanizmalar asagidaki gibi 6zetlenebilir;

e Hiicre zarinda bariyer olusturulmasi ve zar yapisinin degismesi (Yakit ve
Tuna, 2006),

e lyonlarin hiicre zarindan gegisi durdurmak veya vakuollerde depolamak
(Parida ve Das, 2005),

e Reaktif oksijen tiirevleri (ROT) ve antioksidan enzimlerin sentezinin
arttirilmasi (Zhu, 2005),

e Absisik asit (ABA) gibi bitki hormonlarinin sentezinin artirilmasi
(Borsani ve ark., 2003),

e Tuza asir1 duyarlilik (SOS) yolunun aktiflestirilmesi (Yilmaz ve ark.,
2011),

e Strese bagli olarak RNAi (RNA interferans= RNA miidahelesi)
mekanizmasi ve MYB (myeloblastosis) gibi transkripsiyon faktorlerinin
(Borsani  ve ark.,, 2003) etkisi ile diizenleyici proteinlerin

sentezlenmesidir (Yilmaz ve ark., 2011).



Bitkilerin strese kars1 koyma mekanizmalarindan biri de RNA temelli savunma
mekanizmasi olarak bilinen RNA interferans (RNAI)’dir. Miidahaleci RNA veya RNAI
olarak bilinen bu teknoloj ile biyotik veya abiyotik stres etmenine spesifik, hedef gen
bolgeleri miRNA’ (mikro RNA)’lar ile susturularak, gerek patojen zararmin gerekse
kuraklik, tuz ve soguk gibi abiyotik stres faktoriiniin etkisinin azaltilmasi
amaglanmaktadir (Kang ve ark., 2012).

Biyotik ve abiyotik streslerin yol actifi hasart RNAi sistemine bagli olarak
azaltmak icin bitkilerde;

1) transkripsiyonel (RNA sentezi sirasinda)

2) transkripsiyon sonrasi (post-transkripsiyon: RNA sentezi sonrasi)

3) translasyon sonrasi (post-translasyon: protein iiretimi sonrasi) diizeylerde gen

ifadesini yeniden programlamak i¢in uyumlu yanit mekanizmalar1 geligmistir

(Xin ve ark., 2010).

Stres sartlarina bagli olarak bu metabolik salgilarin degigsmesinde dogrudan
mMiRNA’lar ya da dolayisiyla MIR genleri rol oynamaktadir (Khraiwesh ve ark., 2012).
RNA molekiilleri niikleotidlerden olusan ve hiicrede protein sentezini iistlenerek genin
ifade edilmesini saglayan islevsel molekiillerdir. miRNA’lar ise hiicrede proteine
dontistiirilmeyen  kiicik RNA  molekiilleridir.  Hiicrede mRNA  proteine
dontstiiriilebilirken tRNA, rRNA ve daha kiiciik RNA’lar (Cizelge 1. 1) proteine
dontstiiriilemez (Buckingham, 2003).

Cizelge 1. 1. Proteine doniigebilen ve doniisemeyen RNA molekiilleri

RNA Cesitleri
Proteine doniisen Proteine doniismeyen
MRNA (mesajc1t RNA) tRNA (tasiyict RNA)

rRNA (ribozomal RNA)

snoRNA (kiigiik niikleolar RNA)
MiRNA (mikro RNA)

snRNA (kii¢iik niiklear RNA)
siRNA (kiiclik sessizlestirici RNA)




Bitki miRNA’lar genellikle protein kodlamayan genomik bolgelerde bulunurlar
ve kendi gen bolgelerinden {iretildikleri disiiniilmektedir (Eldem ve ark., 2013).
miRNA’larin 6karyotik genomlarin %30’unu kontrol ettigi diisiiniilmektedir (Vaziri ve
ark., 2012). miRNA’larin intron bolgelerinde bulunmasindan dolay1r proteine
doniismedikleri belirtilmektedir (Kidner ve Martienssen, 2005). Kimyasal ve
fonksiyonel olarak siRNA’lara (kisa sessizlestirici RNA’lar) benzemektedirler.
siRNA’lar gibi miRNA’larda PTGS (Post transcriptional gene silencing =
transkripsiyon sonrasi gen sessizlestirme) olarak bilinen bir mekanizmayla genlerin
transkripsiyonunu kontrol ederler (Bartel, 2004). Bugiine kadar, bitki miRNA'lar1
gelisimsel gecisler, yaprak biiylimesi, organ polaritesi, oksin sinyalizasyon ve RNA
metabolizmasi dahil olmak iizere birgok siiregte islev gostermistir (Xin ve ark., 2010).
Bitkilerde gelismeyi diizenlemenin yaninda miRNA ve kii¢iik diger RNA’lar ayni
zamanda transpozon, retrotranspozon ve viriisler gibi genetik materyali baskilamak
sureti ile genom biitiinliigiiniin korunmasina yardimci olurlar (Tomari ve ark., 2004).
Ozellikle ticari dneme sahip bitkilere ait biyotik ve abiyotik stres sartlarinda ifade edilen
miRNA’lar ve onlarin etkilesimde bulundugu hedef genlerin belirlenmesi ve bu genlerin
bitki cesitlerinde modifikasyonu yerel ve ulusal kalkinma agisindan 6nemli olacaktir.
Ayrica, TUBITAK Vizyon 2023 raporunda biyotik ve abiyotik stres kaynaklarmin
saptanmasina ve gen kaynaklarinin kullanimina yonelik caligmalarin hizlandirilmasi
oncelikli konular arasinda yer almaktadir. Cesitli bitkilerde biyotik ve abiyotik stres

sartlarinda ortaya ¢ikan miRNA ve hedef gen aileleri Cizelge 1. 2°de gosterilmistir.

Cizelge 1. 2. Cesitli stres sartlarinda ortaya ¢ikan miRNA ve hedef genleri
(Eldem ve ark., 2013’den kisaltilmustir)

Bitkiler Stres mMiRNA Hedef gen ve protein
Arabidopsis, Arpa Kuraklik, Tuz suk, . _

Celtik, PFZ)pu’IusIO ’ Fl:lngus p’atojtlalni’ T miR156 Sbp ailesi TF
Arabido_psis, soya Kuraklik, ABA,  Tuz, MiR159 Myb33 ve Mybl01,
fasulyesi Bakteri patojeni Myb33 ve Myb65 Tf
Populus, misir, Celtik ~ Kuraklik, Tuz miR162 Dcll

Populus Mekanik stres miR164 Nac Tf




Cizelge 1. 2. (devami) Cesitli stres sartlarinda ortaya ¢ikan miRNA ve hedef
genleri (Eldem ve ark., 2013 den kisaltilmigtir)

Arabidopsis, Arpa, Tuz, Soguk, Kuraklik MiR165/ Hd-zZIP Il Tf,
Soya fasulyesi, Sicaklik, Fungus ve . Phabulosa,
s . . miR166 ;
Bugday, misir Bakteri patojeni homeobox genleri
Nf alt birim Y,
Arabidopsis, Celtik Kuraklik, Tuz, Soguk miR169 ccaat-box baglayici
faktor
Arabidopsis, Populus,  Kuraklik, Mekanik, .
Arpa, Celtik Tuz, Soguk miR17L Scl Tf
Arabidopsis, Populus, 5 .
Arpa, Celtik Soguk, Kuraklik miR172 Ap2 Tf
i . ) Tuz, Kuraklik, Soguk, . I
Arabidopsis, Celtik Bakteri patojeni miR319 Tcp ailesi Tf
. . . Tuz, Is1, Soguk, F-box protein,
Aravb|d0p5|s, Celtik, Kuraklik, Bakteri ve miR393 Tirlprotein, afb2 ve
Bugday - !
Fungus patojeni afb3 genleri

Bugdayda biyotik ve abiyotik strese dayaniklilik birgok biyokimyasal ¢alismanin
yaninda fenotipik gozlemlere de dayanmaktadir (Demirci, 2003). Bugday stres
savunmasini bazi metabolik salgilarla diizenlemektedir (Ozeker, 2005). Bu savunma
sirasinda patojen, hidrolitik enzim, toksin gibi kimyasal bilesikleri kullanirken, bitkiler
ise fiziksel bariyerlerin yan1 sira, savunma peptitleri, antioksidanlar, sekonder
metabolitler ve antimikrobiyal 6zellikteki proteinlerin (Patojen ile baglantili proteinler;
PR proteinleri) dahil oldugu ¢ok sayida savunma unsurlaria sahiptirler. Antioksidanlar
hiicresel hasarlarin engellenmesinde gorev yapmaktadirlar. Bu savunmada gorev yapan
bilesikler patojenlerin neden olacagi zarar1 minimum diizeye indirmektedirler (Kog¢ ve
ark., 2008). Bitkide stres ile miicadelede en etkili yollardan bir tanesi o strese karsi
dayanikli bitkilerin kullanilmasidir. Dayanikli bitkilerde, bitkinin bir stresle karsilamasi
durumunda stres bitki iliskisinin bitkinin lehine degiserek bitkinin bu strese karsi
koyabilmesi gerekmektedir. Bitkilerde dayaniklilik sadece bitkinin genetik yapisina
bagli degildir (Agrios, 2005). Bu durumda strese neden olan patojenin kalitsal
ozellikleri de 6nemli rol oynamaktadir. Burada bitkideki dayanikliligi, konukgu ile
patojenin  genetik Ozellikleri arasindaki interaksiyon belirlemektedir. Bitkide
enfeksiyonun gelismesinde ve enfeksiyon sonrasi gelismelerde bitkinin dokusal ve
biyokimyasal yapisi énemlidir (Degirmenci ve Ertung, 2012). Yapilan c¢alismalarda

bitkiler patojenlere karsi bir¢ok savunma mekanizmasi gelistirmis oldugu ortaya



cikmigtir (Kantar ve ark., 2011). Bu savunma mekanizmalar1 patojenleri caydirict rol
oynarken, kendi metabolizmasimni diizenleyerek patojene karsi koyarlar. Eger bu
etkilesim patojenler i¢in etkisiz kalirsa buna bagh olarak hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.
Goriildiigii gibi bitkiler, yasadigi ortami patojen veya simbiyotik canlilarla paylagsmak
bazen de bu canlilarla rekabet etmek zorunda kalabilirler. Bu yiizden bitkiler ortama
adapte olma islevini ¢esitli molekiiler ve fizyolojik olaylar sayesinde
gerceklestirmektedirler (Ko¢ ve Ustiin, 2008). Bitkilerde abiyotik streslere karst
molekiiler kontrol mekanizmalar1 stresle ilgili baz1 genlerin aktivasyonuna ve ifadesine
(regiilasyon) dayanmaktadir. Bu genlerin irilinleri hiicrenin i¢ ve dig ortamla
iletisiminde  (signaling), genlerin transkripsiyonel kontroliinde, hiicre zar1 ve
proteinlerin korunmasinda, serbest radikallerin ve toksinlerin temizlenmesinde rol

oynamaktadir (Wang ve ark., 2003).

1.1. Bugdayda Kok ve Kok Bogazi Ciiriikliigiine Neden Olan Fungal

Ajanlar

Bugday yetistiriciligindeki en Onemli sorunlardan biri Fusarium tiirleri
tarafindan olusturulan kok ve kok bogazi ciirtikliigii hastaligidir. Bugdayda kok ve kok
bogazi1 ¢iiriikliginii olusturan tiirler arasinda Fusarium culmorum (W.G. Smith),
Fusarium graminearum (Schwabe) ve Bipolaris sorokiniana (Saccardo) basta
gelmektedir (Cook ve Christensen, 1976).

Diinyada tahil iiretimindeki kayiplarin ortalama %34’i hastalik, zararli ve
yabanci otlardan kaynaklanirken bugday ve arpada kok ve kok bogazi ciirtikligi
hastaligi nedeniyle % 10-40 arasinda {iriin kaybi olmaktadir (Degirmenci ve Ertung,
2012). Bu hastaliklara neden olan etmenlerden biri olan F. culmorum tiirii bugday, arpa,
misir ve celtikte kok ve kok bogazi ciiriikliigii hastaliklarini olusturmaktadir. F.
culmorum ve B. sorokiniana bugdayda kok ve kok bogazi ¢iiriikliigli hastaliginin bas
etmenlerinden biridir. F. culmorum bugday yetistiriciliginin yogunlastigi kok ve kok
bogaz1 ciiriikligii hastaliinin goriildiigii Ankara, Konya ve Eskisehir yorelerinde
yaygin bir patojendir (Tunali ve ark., 2008).

Kok ve kok bogazi ciiriikliigli hastaliginin en onemli belirtisi kok dokusunun

zayiflamastyla tahilin erken yatmasidir. Bugdayin gelisip iyi verimi vermesi i¢in saglikli



bir kok sistemine sahip olmasi gerekir. Kok ve kdk bogazi hastaligi bitkinin su ve besin
(ksilem ve floem tikanmasini saglar) iletim diizenini bozarak verimi olumsuz
etkilemektedir (Erdurmus ve Katircoglu, 2008). Fungus yayilmasma bagli olarak
dokularda yogun bir misel tabakasi olusturarak, trikotesen grubunda bulunan bazi
mikotoksinleri iiretir ve yayilimini siirdiirerek verim ve kalite kaybina neden olurlar
(Tunali ve ark., 2008). Verim ve kalitenin artirllmasi i¢in bitki 1slah1 ¢alismalari
gecmisten gilinlimiize kadar yapilmaktadir. Klasik bitki 1slah1 ile bu hastalik
etmenleriyle miicadele edilebilecegi gibi bitki fizyologlar1 ise biyoteknolojinin
gelismesi ile biyotik strese dayanikliligin - molekiiler temellerini agiklamaya
calismaktadir (Soldatini ve ark., 1985; Edreva, 1998). Bitkiler sadece bir strese maruz
kalmazlar ayn1 anda bircok stres faktorii ile kars1 karsiya kalabilirler. Gerek bugday
gerekse diger bitkilerin iiretimi agisindan sorun olan F. culmorum, B. sorokiniana ve
diger patojenlere karsi iki tiirlii 6nlem alinabilmektedir. Bunlardan ilki ‘Kag¢inma’
olarak agiklamaktadir. Bu amagla bitkiler, yapilarinda morfolojik ve kimyasal
degisiklikler gergeklestirirler. Ikinci dayaniklilik mekanizmasi ise ‘Tolerans’ olarak
bilinmektedir. Diger bir ifade ile stres faktoriiniin etkisini azaltma gabasidir ve bu
amagcla hiicre ve doku seviyesinde degisiklikler gerceklestirilir (Poljakoff-Mayber ve
Gale, 1975). Ornegin, hiicre duvarmin giiclendirilmesi (Zar Dayaniklilig1), sekonder
metabolit iretimi ve prolin gibi stres proteinlerinin sentezlenmesi tolerans
mekanizmasinin baginda gelmektedir (Kog ve ark., 2008).

Kok ve kok bogaz ¢iiriikligii etmeni olan Fusarium’a dayaniklilik, cevresel bir
cok faktorii igine alan 6zellik gostermektedir (Caroline ve ark., 2007). Aktas ve ark.
(1999)’a gore Konya ilinde bugday ve arpa ekiminde kalite ve verimi etkileyen
hastaliklarin basinda kok ve kok bogazi ciiriikliigii gelir ki bu hastalig1 olusturan 7 tiir
iginde F. culmorum en o6nemlisidir. Demirci (2003), 10 ekmeklik bugday cesidiyle
yaptig1 ¢alismada F. culmorum’a karsi Bezostoja ve Giin 91’°in orta derecede dayanikli
oldugunu ve F. graminearum’a ise 10 bugday c¢esidinin hicbirinin dayanikli
bulunmadigini belirtmistir. Tunali ve ark. (2008), iilke genelinde yapilan en kapsamli
sorvey caligmalarindan birinde kok ve kok bogazi ciiriikligii etmeni funguslarin
yaygmliginin bulunus oranlari ve ekolojik sartlarla iligkileri ortaya koymustur. Bu
caligma sonuglarina gore, tahil yetistiriciliginin yapildigi Orta Anadolu, Marmara ve

Gilineydogu Anadolu Bolgelerinde 6zellikle sulanabilir alanlarda Fusarium



enfeksiyonlar1 yaygindir (Arslan ve Baykal, 2002; Demirci, 2003; Hekimhan ve ark.,
2005). Yukarida da kismen ifade edildigi gibi kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii hastaliginin
birgok patojeni bulunmaktadir. Ulkemizde bugdayla yapilan calismalarda yaygin
(dominat) patojen bdlgeden bolgeye gore degisebilmektedir. Toprak kokenli olan B.
sorokiniana, Fusarium spp. ve Rhizoctonia gibi funguslar kok ve kdk bogazi hastaligi
patojeni olarak tanimlanir (Erdurmus, 2000). Trakya, Marmara ve Ege bolgesinde kok
ve kok bogazi ¢iiriikliigii hastaligina neden olan patojenler arasinda B. sorokiniana’ya
da sikga rastlamaktadir (Erdurmus ve Katircoglu, 2008).

Biyoteknolojik c¢aligmalarla hastalik etmenlerinin bugday kromozomlari
tizerindeki yeri tespit edilerek markor destekli seleksiyon yontemiyle, yeni dayanikli
cesitlerin meydana getirilmesine yardimeci olunabilir (Bai ve Shaner, 1999). Tim
bunlarin yaninda bu hastalik etmenlerine kars1 dayanikli ¢esitlerden dayaniksiz cesitlere
klasik 1slah yontemleriyle gen aktarimi da yapilabilir. Fusarium spp.’ye dayanikliligin
bugdayda kantitatif lokuslar (Quantitative trait loci: QTLs) tarafindan kontrol edildigi
bilinmektedir (Pritsch ve ark., 2000). Patojen-baglantili (PR) proteinlerin bazilart
duyarlhilik reaksiyonu siiresince uyarilmaktadir. Patojenlere yanitla iliskili oldugu
belirlenen bazi genler [(Peroksidaz, PR-1, PR-2 (B-1,3-glukonaz), PR-3 (kitinaz), PR-4
ve PR-5 taumatin benzeri proteinler)] (Pritsch ve ark., 2000) bilinmektedir.

Son yillarda RNA iiretimi (transkriptomik) iizerine yapilan ¢alismalar RNA’larin
ozellikle stres sartlarina dayaniklilikla ilgili diizenleyici gorevler iistlendigini gostermis
ve Ozellikle miRNA’lardan bazilarmin strese dayaniklilik mekanizmasinda aktif rol
oynadig1 belirlenmistir (Bartel, 2004; Ambros ve Chen, 2007; Khraiwesh ve ark., 2012).

Bu calismada ekmeklik bugday ¢esitlerine F. culmorum ve B. sorokiniana
patojenlerinin uygulamasi1 yapilarak bugday c¢esitlerinde miRNA’ya bagli savunma
mekanizmasinda hangi miRNA’larin gorev aldigini tespit etmek amaglanmistir. Ciinkii
savunma amacli miRNA’larin bitkiler aleminde gen dizileri korunmus birgok miRNA
gen ailesine dahil oldugu ve bunlardan bazilarinin birbirinden olduk¢a uzak olan
karayosunlar1 ve ¢igekli bitkiler arasinda evrimsel olarak korundugu goézlemlenmistir

(Axtell ve ark., 2011).



1.1.1. Fusarium culmorum (W.G.Smith) ve Bipolaris sorokiniana (Saccardo)

Fusarium cinsinin 100’iin {izerinde tiirii bulunmaktadir (Gerlach ve ark., 1982).
Fusarium cinsi olduk¢a heterojen bir gruba sahip oldugundan morfolojik ve
biyokimyasal kriterlere gore tiirlerin teshisi olduk¢a zordur (Edel ve ark., 1995).
Bugday yasam dongiisiiniin her asamasinda F. graminearum ve F. culmorum’un veya
B. sorokiniana’nin neden oldugu kok ve kok bogazi hastaligina yakalanabilir. Ancak
ozellikle nemli ortam kosullarinda ciceklenme ve tohum olusumunun goriildigi
generatif evrede hastalik riskini daha da artirmakta ve bulundugu ortamda fungal
organizmanin rekabetinde avantaj saglayan mikotoksinler ise hastaligin yayilmasinda
olduke¢a etkili oldugu bilinmektedir (Albayrak ve Yoriik, 2012). Kok ve kok bogazi
clirikliigi hastalig1 patojenleri olan funguslarin morfolojik ve morfolojik olmayan
ozelliklerindeki yiiksek cesitlilikten dolayr tanimlanmasi olduk¢a zordur. Fakat bu
patojenler izolasyon, stereomikroskop, kiiltiir ¢aligmalari, mikroskop incelemeleri ve
patojenite testleri sonucunda ancak tanimlanabilmektedir (Aktas, 2001; Erdurmus ve
Katircoglu, 2008). Fungusun temel 6zellikleri makrokonidi’nin sekli, mikrokonidi’nin
olup olmamasi, mikrokonidi’nin zincir yapisinin olup olmamasi ve konidiyoforlarinin
tipidir. Sekonder ozellikler ise klamidyosporlarin varligi, bunlarin yapilanmasi
(konfigiirasyon) ve pozisyonu, skeleroti ya da sporodokiya’nin varlhigidir (Tunali ve
ark., 2008). Tanimlama ayrica, koloni morfolojisi, besi yerindeki renklenmesi ve
biiylime oranina bakilirak yapilmaktadir (Burgess ve ark., 1988). Giiniimiizde Fusarium
izolatlarinda kemotiplendirme kapsaminda; HPLC (high performance liquid
chromatography), GC/MS (gas chromatography-mass spectrometry) gibi yontemler
kullanilarak, iiretilen mikotoksin tipi ve miktari, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile
de trikotesen biyosentezinde gorev alan enzimleri sifreleyen genlerin  ve
transkriptlerinin varligi ve miktarlar1 belirlenebilmektedir (Chandler ve ark., 2003).
Molekiiler biyolojideki gelismelere bagl olarak daha ¢ok hastaliga direncli bitki eldesi,
hastalik etmenlerinin tiir ve cins diizeyinde tanisi, genetik ¢esitliligin ortaya ¢ikarilmasi,
kemotiplerin belirlenmesi veya mikotoksin iretimi ile iligkili gen ifade profillerinin
tizerine ¢alismalar yogunlasmistir (Goswami ve ark., 2004; Albayrak ve Yoriik, 2012).

Son yapilan ¢alismalarda ozellikle F. culmorum ve F. graminearum tiirlerini

ayirt edebilmek i¢in i¢ transkripsiyon boslugu (ITS= Internal transcribed spacer)



bolgesinin  dizi varyasyonlarindan yararlanilmaktadir. F. culmorum ve F.
graminearum’da ITS bolgesi tiire 6zgli primerler elde etmeye olanak saglayacak
derecede polimorfiktir (Abdel-Satar ve ark., 2003). Ayrica gesitli organizmalar arasinda
polimorfizmi degerlendirmek amaciyla ¢ogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi
(AFLP) yontemi kullanilmaktadir. Bu yontem daha ¢ok funguslarda tiir i¢i ve tiirler
arast genetik varyasyonun belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir. AFLP her bir
reaksiyonun ¢Oziniirliik seviyesi ve tekrarlanabilirligi agisindan tesadiifi ¢ogaltilmis
polimorfik DNA polimorfizmi (RAPD)’ne gore daha avantajlidir. Ayrica AFLP
yontemi Ozellikle tiir i¢i seviyede bircok fungus arasindaki varyasyonlarin ortaya
cikarilmasinda biiyiik potansiyele sahiptir (Kilicoglu ve ark., 2008). Yapilan bir
calismada Fusarium DNA’s1 EcoRI ve Msel restriksiyon endoniikleazlarla kesilerek
AFLP kaliplar ile birlikte, dort primer kombinasyonundan toplam 80 polimorfik AFLP
profili elde edilmistirr Bu sonuglar gdsteriyor ki Fusarium’un molekiiler
karakterizasyonu i¢in AFLP iyi bir yontemidir (Abdel-Satar ve ark., 2003; Kilicoglu ve
ark., 2008).

F. culmorum konidia adi verilen ve fungusun yayiliminda esas rol oynayan
eseysiz (aseksiiel) sporlar1 tiretmektedir. F. culmorum, kisa, saglam, kalin-duvarli ve
hafifce kivrik uca dogru bariz incelmis bir makrokonidi olusturmaktadir (Nelson ve
ark., 1983). Fungus, bitki iizerinde yogun bir misel tabakas1 olusturur, kisa bir hiicresel
biliylimeden sonra hiicre i¢ine ve disina yayilan hifler olusturarak konukc¢u dokuya zarar
vermeye baglar. Bugday kok ve kok bogazi hastaligi doku iizerinde agik-koyu
kahverenginden siyaha kadar degisen lezyonlar goriiniir (Sekil 1. 1 ). Funguslardaki ve
bitkilerdeki morfolojik belirtiler hastaligin erken tanmilanmasinda oludukc¢a onemlidir.
Bu belirtilerin molekiiler yontemlerle daha erken fark edilmesi hastaliga karsi onlem

almada oldukga 6nemli olacaktir.



Sekil 1. 1. Bugday kokiindeki F.culmorum’un neden oldugu kok ve kok bogazi
lezyonlar1

1.2. Tuz Stresinin Bitkilere Etkileri

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan topraktaki tuz artisi, hem tarim yapilan
araziyi hem de o bolgede yetisen bitkileri olumsuz etkilemektedir. Toprakta tuz
yogunlugunun artmasina bagl olarak bitkilerde su alim potansiyelinin azalmasina neden
olurken bitki hiicrelerinde bir dizi tepkinin olusmasina neden olmaktadir (Yilmaz ve
ark., 2011). Abiyotik faktorlerden olan kuraklik ve tuz stresleri hiicre zari
diizensizligine, reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina, fotosentez kapasitesinde azalmaya
neden olmaktadir (Bartel ve ark., 2005).

Ulkemizin genelinde kurak iklim kosullari, tuzluluk ve ¢orakligmn olusumu igin
ideal ortami olusturmaktadir. Yagislar ile eriyen tuzlar, fazla sicakligin etkisi ile
bitkilerin etkin olarak kullandig: alanlarda ¢okelmekte veya toprak yiizeyinde birikerek
tuz tabakalar1 olusturmaktadir. Bu nedenle lilkemize toprak kalitesi yoniinden tarima en
elverisli alanlar, tuzluluk sorunundan dolay1 kullanilamaz hale gelmektedir (Eyiipoglu,
1999). Yeryiiziinde yillik 10 milyon ha tarim arazisi tuz etkisiyle kullanilamaz hale
gelmesi tuzlulukla ilgili sorunun boyutunu daha iyi gdz 6niine sermektedir. Ozellikle
kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde yetersiz yagis ve yiiksek buharlagsma tuzlulugun
basta gelen sebeplerindendir (Yilmaz ve ark., 2011). Diger yandan yanlis sulamalar ile
ozellikle drenaj kosullarinin koti oldugu yerlerde tuzluluk olabilmektedir (Woods,
1996). Siklikla kuraklik stresi ile birlikte yiiksek sicakliginda eklenmesiyle tuzluluk
asir1 verim kaybina neden olur ve kalitede azalma kaginilmaz olur. Son yillarda bitki

fizyologlar1 ve 1slahgilari, kiiltiir bitkisi ¢esitlerinin tuza dayamiklilik agisindan
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varyasyonlarina egilmis ve saptadiklari farkliliklardan yararlanarak, tuza dayanikli
cesitler ortaya koymuslardir (Parida ve ark., 2005; Oncel ve ark., 2002).

Molekiiler ¢alismalar sayesinde tuz ve kuraklik streslerinde ifadeleri degisen
bircok gen tanimlanmistir (Ramanjulu ve ark., 2002). Bugdaya tuz stresi uygulanmasi
sonucu PKABA1 geninin aktif hale gectigi ve dayaniklik i¢in protein kinazlari
kodladig1 daha dnce belirlenmistir (Winicow, 1998). Tuz stresine dayanikliligin 6nemli
bir gostergesi olan ‘zar dayanmiklilig1’, stres kosullarinda bitki dokularinda agiga ¢ikan
serbest iyon miktar1 saptanarak Olciilebilmekte, bu agidan doku ekstraksiyonlarinin
elektriksel gecirgenligini, mmhos/cm cinsinden O6lgmek en saglikli gostergeyi

olusturmaktadir (Poljakoff-Mayber ve Gale, 1975).

Toprak cozeltisinde tuz yogunlugunun artmasi ve su potansiyelinin azalmasi,
bitki hiicrelerinin ozmotik potansiyelini diisiirmekte ve bitkilerde bir dizi tepkinin
olugsmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla, tuz stresi yogunluk ve siiresine bagli olarak
bitkilerde biiylime, gelisme, c¢imlenme, hiicre boliinmesi, fotosentez gibi pek cok
biyolojik olay1 etkilemekte ve tuzluluk, tarimsal alanlarda bitki verimliligi ile iirlin
kalitesini sinirlamaktadir (Bressan, 2008). Tuz stresi, bitkilerde g¢esitli gelisim
siireclerinin yaninda morfolojik, fizyolojik ve molekiiler seviyede pek ¢ok aksakliklara
neden olmaktadir (Yilmaz ve ark., 2011). Tuz stresine dayaniklilikla ilgili olarak bir¢cok
bitki tlirinde ¢alismalar mevcuttur (Parida ve ark., 2005). Sairam ve ark. (2002)
yaptiklar1 ¢alismada osmotik stresin bugday fidelerinin kok biiylimesini azalttigini ve
bunun sonucunda bitkilerin topraktan yeterli besini alamadiklarini tesbit ettiklerini
belirtmektedirler.

Bugdayda, Oncel ve Keles (2002) ‘Bezostaja-lI’, ‘Seri-82° ve ‘Kirag-66’
cesitlerine tuz stresinin uygulanmasi ile yapilan ¢aligmada kok ve siirglin biiylimesi,
fidelerdeki turgor degisimi ile klorofil iceriginin deg§isimi incelenmistir. Bu calismada
tuz uygulamasi kok ve siirgiin biiytimesi 200 mM NaCl uygulamasi altinda 5 giin gibi
kisa bir siire kalmasma ragmen Onemli olgiide engellendigi goriilmistiir. Siirgiin
biiyiimesi ise tuz uygulama siiresince kontrol fidelerine oranla %10 ile %27 arasinda
azalma gostermistir (P<0.05; Sekil 1. 2).

Diger bitkilerde oldugu gibi bugdayda da tuz stresinin erken dénemde teshis

edilmesi verim ve kalitedeki zarar1 azaltma veya 6nlemede oldukca etkili olacaktir.
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Sekil 1. 2. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinden Bezostaja-1(Bez), Seri-82

(Seri), Kirag (Kir.) bitki biiylimesinde degismeler. [Kok boyu (genotip
P=0.004, tuz P=0.008), siirgiin boyu (tuz P=0.01)(Oncel ve Keles, 2002)].

1.3. MikroRNA (miRNA)

Genomdan kopyalanan mikroRNA’lar, kii¢iikk kodlanmayan ve diizenleyici
olarak iglev yapan RNA molekiillerinden biridir (Kang ve ark., 2012). miRNA’lar
bircok organizmanin genlerinin ifade edilmesinde Onemli roller oynamaktadirlar
(Bartel, 2004). miRNA’lar ~21 nukleotid uzunlugunda olup, DICER-(DCL) benzeri
niikleaz enzimler tarafindan oncii (precursor) sap-ilmik (stem-loop) yapisindaki pre-
miRNA’larin kalip olarak kullanilmasi ile iglev kazanirlar. Olgun (mature) miRNA ise
RNA ile biitiinlesmis (indiiklenmis) gen susturma kompleksine [RNA-induced silencing
complex (RISC)] katilarak hedefteki mRNA transkriptini pargalar veya durdurur.
Dolayisiyla hedef gen ifadesinin bu sayede baskilanarak transkripsiyon sonrasi susturma
gerceklesmis olur (Atalay, 2007; Hammond, 2000; Reinhart, 2002). miRNA’lar
bitkilerde olduk¢a korunmus (conserved) halde bulunurlar ve spesifik hedef mRNA’lar1
ile yiiksek seviyede eslesme saglarlar (Vaziri ve ark., 2012). Bu miRNA’lar eslesme
veya tamamlayicilik durumu ile ilgili hedef mRNA’y1 parcalamak ya da baskilamak
amaciyla islev gormektedir (Sekil 1. 3) (Khraiwesh ve ark., 2012).
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Sekil 1. 3. Translasyon engellenmesi veya mRNA’nin par¢alanmas1 (Khraiwesh
ve ark., 2012)

Yukarida da bahsedildigi gibi bitki miRNA’lar1 3 mekanizmayla gen ifadesini

diizenler.
a) Tamamlayici hedef mRNA nin boliinmesi,
b) Hedef mRNA’nin translasyonunun baskilanmasi,
C) Hedef mRNA’nin transkripsiyonel sessizlestirilmesi (Khraiwesh ve ark.,

2012). Bitki miRNA’lar1 hedef mRNA’larina ¢ok yiiksek tamamlayicilar oldugu igin,
miRNA’larin aktivitesinin protein sentezi mekanizmasini kismen veya tamamen etkiler.
Bu diisiince Arabidopsis AGO1 (Argonat), HEN1 (Hua enhencer) ve HYL1
(Hyponastic leavesl) mutantlarindaki hedef mRNA’larin yiikseltilmis transkrip
diizeyleriyle desteklenmistir (Atalay, 2007; Hammond, 2000; Khraiwesh ve ark., 2012).
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1.3.1. Bitki miRNA’larinin Biyogenezi

Bitki miRNA’lar1 genellikle protein kodlamayan intron bolgelerde bulunurlar ve
kendi genlerinden {iretildikleri (Eldem ve ark., 2013) disiiniilmektedir (Sekil 1.4).
Bazen miR395 kiimesindeki gibi miRNA genleri pek ¢ok miRNA’nin tek temel
transkripten kopyalandigi ve kiimeler olarak bulundugu goriilmiistiir (Bartel, 2004 ).

miRNA’lar ¢esitli olgunlasma asamasinin sonucunda oncii miRNA olan pri
miRNA’lardan elde edilir (Song ve ark., 2004).

Fonksiyonel miRNA’nin olusumu 3 temel adim igermektedir:

1-Cift iplikli RNA (ds-RNA)’yla miRNA isleminin baslatilmasi,

2-miRNA’larin islenmesi ve miRNA’nin 3’-O-metilasyonu

3-miRNA’nin stoplazmaya tasinmasi ve RISC ile metillenmis miRNA’nin
birlesmesi.
miRNA’lar ile birlesen efektér kompleks kismi veya biitiiniiyle tamamlayict bir
yaklagimla hedefleriyle etkilesmektedir (Jones-Rhoades ve ark., 2006; Khraiwesh ve
ark., 2012).

MicroRNA biogenesis
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Sekil 1. 4. Bitki miRNA’larinin biyogenezi. (Jones-Rhoades ve ark., 2006).

Baslangic miRNA’lar1 RNA polimeraz II tarafindan transkript edilir ve cap ve
poli — A kuyruk eklemesiyle islevlenir. Baslangic miRNA DCLI1’in
aktivitesiyle miRNA/miRNA* dupleksine islevlenir. miRNA/miRNA* dupleksi
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5" fosfotaz ve 2 niikleotit uzunlugunda 3° ¢ikintilara (overhang) sahiptir.
miRNA/miRNA* dupleksinin 3’ sekerleri HEN1 ile metillenir. miRNA
dupleksi HST ve bazi ilave faktdrlerle (olgun miRNA RISC iceren AGO!1’le
birlesir) sitoplazmaya tasmir. Diger tarafta, miRNA* ekzoniikleazlarla
parcalanir. Sessizlestirme kompleksindeki miRNA hedef bdlme yetenegine
sahiptir ve traslasyonu baskilar

Birinci asamada ¢ift iplikli RNA (ds-RNA)’yla miRNA isleminin baslatilmasi
i¢in bitki miRNA transkriptleri RNA polimeraz II’yle olusturulur ve onciil transkriptler
(pri — miRNA) sap-ilmik yapisiyla karakterize edilir. Bu transkriptlerin bazilar1 sapkali
(capped), poliadenilath ve tiraglanmis (spliced) olarak bulunmus ve digerleriyle benzer
bir yapida islev gordiigii diislintilmiistiir (Eldem ve ark., 2013; Kang., 2012; Vazquez ve
ark., 2008). Yani miRNA, intron bolgeden veya genomik DNA’dan RNA polimeraz 11
tarafindan transkribe edilir. Buradan ilk olarak olusan 6ncii miRNA olarak bilinen pri-
miRNA [500 - 3000 baz cifti (bp)] sentezlenirken 5 ucunda “cap’’ ve 3’ ucunda “poli
A” kuyrugu bulunur (Sekil 1. 7). pri-miRNA govdelerindeki baz eslesmeleri
Guanin/Urasil eslesmesinde oldugu gibi diizensiz oldugunda kendine 6zgii bir ikincil
yap1 diizeni olusur (Tomari ve ark., 2004; Karakurt ve ark., 2007). Pri-miRNA dizisi
oncli korunmus diziler ve sap-ilmik igeren pre-miRNA dizisinden daha uzundur
(Saydam ve ark., 2011). Pri-miRNA’lar RNA polimeraz II transkriptlerinin yaninda;
dsRNA, viral RNA’lar veya RNA’ya bagli RNA polimeraz 1 — 6’dan (RdRP)
tiretilebilir (Tang ve ark., 2003). RdRP’lerin kaliplar1 atipikal miRNA’lar veya bitkiye
0zel RNA polimeraz [V’iin transkriptlerini igerir.

Ikinci asama ise bir kb’ye kadar uzunlukta sap-ilmik iceren pri — miRNA’lar
Dicer gibi RNase III tipi endoniikleazlarin aktivitesiyle baglar (Sunkar ve Zhu, 2007,
Kang, 2012). Pri-miRNA mikroislemci adi1 verilen DICER benzeri-1 tipi RNAz 111, SE
[serrate, niikleer cap baglama kompleksi (CBC)] ve HYL1 (Hyponastic leavesl) iceren
kompleks yardimi (Bolongna ve ark., 2013) ile pre-miRNA olusturur (Park ve ark.,
2002; Reinhart ve ark., 2002; Hiraguri ve ark., 2005; Dong ve ark., 2008). SE ve HYL1
proteinleri DCL1 yardiminin yani sira pri-miRNA tanimmasi ve yonlendirilmesinde
onemli bir rol oynayabilemektedir (Yang ve ark., 2006). Bitkilerde bu olay ¢ekirdekte
gerceklesirken pri-miRNA, DDL (dawdle) proteiniyle etkilesir bu sayede pri-
miRNA’nin ikincil yapisi stabilize edilir (Eldem ve ark., 2013).

miRNA {iretimindeki {i¢iincii asamada olgun miRNA’ya HEN1 (Hua Enhencer)

tarafindan metil takilip HST proteini tarafindan sitoplazmaya gonderilir. Bu asama ayni1
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zamanda olgun miRNA dupleksinin 3’ —O — metilasyonudur. Siilfiir —adenosilmetiyonin
— bagimli metiltransferaz, HEN1 ile birlikte bitkilerde tiim kiigiik boyutlu RNA’larin
metilasyonunu katalizleyerek susturma islemini gerceklestirir. Metilasyon islemi 3’
tiridilasyonunu ve kiiciik RNA’larin nihai bozunmasini 6nler (Yang ve ark., 2006).
miRNA’nin son agamasinda olgun ve metillenmis miRNA’larin sitoplazmaya taginmasi
ve sessizlestirme kompleksinin (RISC) bir araya gelmesidir (Bartel, 2004).
Sitoplazmaya miRNA tasimak i¢in HST (Hasty) proteini gerekli oldugu belirtilmekte
ancak miRNA tasinimimin tam mekanizmasi bilinmemektedir. Bununla birlikte HST
hayvansal tasima exporting 5’in bir homologudur ve bazi miRNA’larin HST ile temasta
oldugu bilinmektedir (Yang ve ark., 2006; Wijnhoven ve ark., 2007). Ote yandan
miRNA birikimi HST’nin null mutantlarinda gozlemlenmistir. miRNA/miRNA*
dubleksinin bir ipligi efektor fonksiyonunu gostermek igin RISC ile birlesir (Reinhart ve
ark., 2002). Iplik secimi miRNA/miRNA* dubleksi olup olmayan enerjitik asimetrisine
baglidir. miRNA ipliklerinin 5’ucu miRNA 3’ ucundan ¢ok daha az kararlidir ve bu 5’
ucunu igeren iplikler RISC’le birlesir. Iliskilendirilmemis miRNA ipligi RISC iizerinde
miRNA’nin yiiklenmesinden sonra hizlica pargalanir (Reinhart ve ark ., 2002; Kidner ve
Martienssen, 2005). miRNA’nin hem 5’ucu hem de 3’ucuna RISC kompleksine
baglanabilir. Buna gore miRNA’nin 5’ucu RISC kompleksine baglandiginda 3’ucu
parcalanmakta, miRNA’nin 3’ucu RISC kompleksine baglandiginda ise 5’ucu
parcalanmaktadir. Pargalanan bu miRNA, miRNA* olarak adlandirilmaktadir (Guo ve
Lu, 2010).

1.3.2. DICER (DCL) Enzimi

DICER enzimi (DLC) RNAaz III ailesinin iyesidir. DLC fungus, bitki ve
memelilerde evrimsel olarak korunmustur (Henderson ve ark., 2006). DLC dort farkhi
yapiya (domene) sahip olup (Sekil 1. 5) bunlar N-bdlgesinde (terminal) helikaz domeni,
PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille proteinlerini igeren bir domen) domeni, iki katalitik
RNase 111 domeni ve C-bolgesinde ise dSRNA baglama domeni (dASRBD) bulunmaktadir
(Bernstein ve ark., 2001). DLC’nin tiraglama (spliced) aktivitesi iki katalitik RNase 111

domeni tarafindan saglandig1 6ngoriilmektedir (Karagiizel ve ark., 2007; Bernstein ve
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ark., 2001; Szweykowska- Kulinska ve ark., 2003; Agrawal ve ark., 2003; Khanna ve
ark., 2007).

Helicase PAZ RMase lll RMaselll dsRBD
[EErmmm—————" {E=) { — —{Femm——

Sekil 1. 5. DICER proteininin domen yapis1 (Bernstein ve ark., 2001)

DCL’nin sahip oldugu helikaz yapis1 (domeni) ise, bu kesim asamasindan ziyade
siRNA zincirinin agilmasi ve tek zincirinin RISC kompleksine aktarilmasi sirasinda rol
almaktadir. PAZ domeni niikleotite baglanma ve dsSRNA’nin enzime baglanmasinda rol
almaktadir (Bernstein ve ark., 2001). Bitkilerde DICER genlerinin farkliligi hiicre
kopyalanmasinda farkli stratejilerin kullanildigin1 géstermektedir (Henderson ve ark.,
2006). DCL geni bitkilerde bol miktarda bulunmaktadir. Farkli bitki ¢esitlerinde farkl
miktarda DCL bulunabilir (Kang ve ark., 2012). Arabidopsis thaliana L. genom
yapisinda dort adet, Populus trichocarpa genomlarinda bes adet ve Celtik (Oryza sativa
L.) genomlarinda alt1 adet DCL geni bulunmaktadir. DCL enzimlerinin fonksiyonlari A.
thaliana'da tanimlanmustir. Biitiin DCL enzimleri dort tipte siniflandirilmistir (Cizelge
1. 3) ( Margis ve ark., 2006)

Cizelge 1. 3. DCL enzim ¢esitleri, domen yapis1 ve fonksiyonlari

DCL DCL protein domen yapisi Fonksiyonu

cesitleri

DCL1 DEAD kutusu ile Raz Ill, dsRNA'yi- miRNA sentezi
baglama, Helikaz, PAZ, DUF 283

DCL2  RNase Il dsSRNA-baglanma 21 nt si-RNA sentezi

DCL3  RNase Il dsSRNA-baglanma 24nt si-RNA sentezi

DCL4  RNase III dsRNA baglanma, helikaz, paz 21 nt si-RNA sentezi

Arabidopsis’de 4 tip DICER like (DCL) protein vardir. Her bir enzimin {iriinleri
farklt boylara sahiptir. DCL1; 18 — 21 niikleotid uzunlugunda {iriinlere sahiptir ve
MIRNA iiretiminde kullanilmaktadir (Vazquez ve ark., 2008). DCL2; 22 niikleotid
uzunlugunda ve viral dsRNA'lardan siRNA iiretiminde kullanilmaktadir. DCL3; 24
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niikleotid uzunlugunda, kromatinlerin modifikasyonunda kullanilmaktadir ve DCL4 ise
21 niikleotid uzunlugunda iiriinlere sahip trans-acting SIRNA (ta-siRNA) tiretiminde rol
oynamaktadir. DCL1, DCL2, DCL3 ve DCL4 genleri genomda tek kopya olarak
bulunmaktadir (Henderson ve ark., 2006). DCL proteinlerinin iiriinleri 3’ ¢ikintilarla
(overhang) karakterize edilir (Yao ve Sun, 2012). Bu ozellik asil (6z = putative)
miRNA’larin belirlenmesi i¢in derin sekanslama verisini analiz etmede yaygin bir

sekilde kullanilir.

Bitkilerde sadece DCL1 aktivitesi olgun miRNA’nin ¢ekirdekte olusumu ve
miRNA birikimi i¢in yeterlidir (Baumberger ve Baulcombe, 2005). Hayvanlarda ise bu
islemler dizisi iki asamal1 olup pri-miRNA ¢ekirdekte, pre-miRNA sitoplazmada olusur.
Hayvanlarin aksine pre — miRNA bitkilerde nadiren belirlenir ve her iki boliinme
reaksiyonu c¢ekirdekte meydana gelir. Bolinme spesifitesi temelde sap-ilmik yapisi
degismeksizin pri — miRNA dizisinin modifikasyonuyla dogrulanan pri -miRNA’nin
ikincil yapisina baglidir (Baumberger ve Baulcombe, 2005). DCLI aktiviteyi kesecegini
gostermek i¢cin HYL1 ve SE (serrate) ile etkilesir (Dong ve ark., 2008) ve bu genlerin
mutantlar1 DCL1 mutantlar1 gibi 6ldiirticiidiir. Sonu¢ olarak DCLI1, RNA baglayici
protein olan DDL (dawdle) proteiniyle etkilesir. pri-miRNA’nin ikincil yapist DDL
tarafindan stabilize edilir (Vazquez ve ark., 2008; Kruszka ve ark., 2012; Eldem ve ark.,
2013; Yu ve ark., 2008). Bitki hiicresi icin DCL1'in 6nemi arastirmalar sonucu ortaya
cikmistir. DCL1 sadece miRNA'nin gelisimine bagli degil ayn1 zamanda sitoplazmik
RNA toplanmasinin diizenlenmesinde de rol oynar. DCL2, DCL3 ve DCL4 proteinleri
tam anlamda DCL1'in yerine kullanilamaz (Margis ve ark., 2006). Pri-mi RNA'lar ve
uzun sitoplazmik RNA'lar hiicresel hairpinler icerirler. Hairpinler ise DCLI1'in

reaksiyona girmesinde etkilidir (Bollman ve ark., 2003).
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1.3.3. RISC (RNA-indiiklenmis gen susturma kompleksi)

RISC, niikleaz aktiviteli ve asimetrik yapili RNA-¢oklu protein kompleksidir (Sekill. 6-
a) Yapisinda endoniikleaz, ekzoniikleaz ve helikaz enzimlerini igermektedir (Sekil 1. 6-

b ) (Karagiizel ve ark., 2007).

A -~
Endoniikleaz 1 Ekzoniikleaz

RISC : [TTTITIT ®
g LLLITRLISTITTLI]
(U —

aktivitesi

Sekil 1. 6. a) RISC ve olgun miRNA b) Asimetrik yapili RISC kompleksi modeli
(Karagtizel ve ark., 2007)

miRNA’larin RISC kompleksine tam entegrasyonundan sonra Argonat (Ago)
proteinleri ile ya hedef mRNA’nin kesilmesi ya da protein translasyonunun
baskilanmasi ger¢geklesmektedir. miRNA, hedef mRNA’nin 3'deki UTR (translasyona
ugramayan bolgeye) veya mRNA’nin ORF (agik okuma gergevesi)’ye baglanmaktadir
(Shomon ve Levy, 2009). mRNA’nin 3' UTR bdlgesine miRNA’nin baglanmasi
kusurlu, tam olmayan veya eksik eslesme gosterdiginden translasyonun baskilanmasi
gerceklesirken ORF bolgesine baglanma ise tam eslesme gosterdiginden dolay1 Ago 2
proteinleri tarafindan mRNA’nin pargalanmasi gergeklestirilir (Sekil 1. 7) (Shomon ve
Levy, 2009; Sun ve ark., 2010)
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Acik okuma bolgesi

A" UTR
ORF E = - :: - ? AMAAN __\‘
// miRISC mRMNA yikim

EENNRNNNNAN RN,
olgun miRMNA

\ Translayonel baskilama
Com P ™ S0

miRISC
Translayona ugramayan bolge

Sekil 1. 7. miRNA nin, hedef mRNAdaki 3' UTR veya 3’ ORF’ye baglanmasi
(Goriir ve Tamer, 2011)

1.3.4. Argonat Proteini

Argonat (Ago) proteinleri sadece RISC kompleksine 6zel proteinlerdir. RISC’in
temel komponenti olan ago proteini mRNA kesimi i¢in katalitik bolgedir (Giindogdu ve
Celik, 2009). Ago proteinleri iki korunmus domen yapisi igermektedir. Ago proteinleri
tek iplikli RNA’y1 baglayan Paz ve RNaseH’a benzer aktiviteye sahip Piwi domenine
sahiptir (Sekil 1. 8). Paz yapisi aym1 zamanda DLC’de de bulunurken Piwi

yapisi(domen) ise bu proteinlere 6zgiidiir (Baumberger ve Baulcombe, 2005; Karagiizel

ve ark., 2007; Filipowicz ve ark., 2008).

Sekil 1. 8. Argonat proteininin domen yapisi (Karagiizel ve ark., 2007)
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Arabidopsis’de belirlenen 4’1 fonksiyonel olarak karakterize edilen 10 argonat
proteini vardir. AGO proteinlerinin bazilar1 transpozonlarin metilasyonunda fonksiyonel
iken AGO7 ve AGOI10 Arabidopsis’in normal gelisimi ig¢in istenir, fakat aktivite
mekanizmasi heniiz bilinmemektedir (Baumberger ve Baulcombe, 2005). AGO7
fonksiyonu ta—siRNA (trans — acting kiigiik miidahaleci RNA) biyogeneziyle alakalidir.
AGO 6 epigenetik mekanizma igin sitozin metilasyonunda fonksiyonel olup 24
niikleotitd uzunlugundaki heterokromatin alakali sRNA’la iligkilidir. miRNA
aktivasyonunda rol alan tek AGO proteini AGO1’dir. AGO1 diizenlenmesinin iki
asamada ger¢eklesmektedir. Bunlardan birinci asama Ago 1 ve miR168 genlerinin
birlesmesi, ikinci asama ise Agol'in sentezlenmesi yoluyla miR168 gen birikmesinin
dengelenmesidir (Baumberger ve Baulcombe, 2005). AGO1 miRNA hedeflerinin
boliinmesini katalize eder ve AGO1 mutantlar1 miRNA hedeflerinin daha yiiksek

diizeylerine sahiptir.

1.4 miRNA Kesfi ve Bugdayda Korunmus miRNA’lar

mikroRNA’lar ilk olarak Lee ve calisma arkadaglari tarafindan 1993 yilinda
Victor Ambros laboratuarinda kesfedilmistir. Bu ¢alismada ilk miRNA olarak bilinen
lin-4 tesbit edilmistir (Lee ve ark., 1993). Daha sonra yine hi¢bir protein kodlamayan
let-7 Caenorhabditis elegans’da Reinhart ve ark., (2000) tarafindan tesbit edildikten bir
yil sonra kiiciik ve protein kodlamayan bu molekiiller mikroRNA (miRNA) olarak
adlandirilmigtir (Koptekin ve ark., 2013). Bundan bir yil sonra ise bitkilerdeki ilk
mIiRNA Arabidopsis’de tesbit edilmistir (Park ve ark., 2002). Daha sonra miRNA’lara
bagli calismalar giderek armis ve PTGS (Transkripsiyon sonrasi gen sessizlestirilmesi)
olarak bilinen bir mekanizmayla genlerin transkripsiyonunun kontrol edildigi
bugdaygillerde tesbit edilmistir (Unver ve ark., 2009). miRNA’larin kesfinden sonra
yapilan arastirmalarda 6zellikle korunmus miRNA’larin bitki savunma sisteminde rol

aldig1 belirlenmistir (Gupta ve ark., 2012).

Bilindigi lizere angiospermler dikotil ve monokotil olarak ikiye ayrilirlar dikotil
bitkilerde goriilen miRNA’lara bagli savunma mekanizmalari, son zamanlarda 6zellikle

Celtik (Oryza sativa), Aegilops tauschii, Arpa (Hordeum vulgare L.), Brachypodium
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distachyon L., Elaeis guineensis, Akdar1 (Sorghum bicolor), Festuca arundinacea,
Saccharum officinarum, Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.), Misir (Zea mays L.)
ile yapilan c¢alismalarda monokotil bitkilerde de goriilmektedir (Zhang ve ark., 2009;
Yao ve ark., 2007; Dryanova ve ark., 2008; Kantar ve ark., 2008). Gupta (2012)
Arabidopsis, bugday, arpa, misir ve geltik’de yaptigi ¢alismada biyotik enfeksiyona
karst miRNA diizenlenmesinde genelde aym1 miRNA’larin  gorev  aldigini
gozlemlemistir (Cizelge 1. 4).

Cizelge 1. 4. Bugdayda korunmus (conserved) miRNA’lar ve Fonksiyonlari
(Gupta ve ark., 2012)

Hed
Akse . ef
miRNA syon Argbld Sorgum Celtik Misir Bugday Ozellik Hedef Unig islev
opsis Protein
No en/E
ST
. CA7 MYB, GA ve
TamiR159 3188 + + ++ — ++ Hor_man GAMY Ta.3 ABA
a al sinyal 8051 . .
1 B sinyali
. CA7 .
TamiR164 0442 ++ -+ - - + NACL Ta.l o.ksm _
a 1 2537 signali
. CK2 .
TamiR167 0990 ++ +t ++ ++ ++ ARFs Ta.9 o.ksm _
a 8 550 sinyali
. CD9 Cicek
TamiR171 1090 ++ ++ ++ ++ ++ SCL Ta3 desenlen
a 9354 . i
3 dirmesi
CK2 .
TamiR444 0058 - - o= MADS  Tas3 Gigek
4 box 8864 gelisimi
TamiR112 BJ26 . Ta60
9 0462 B - a a 68 B
. DR7 .
TamiR113 3391 3 B 3 + elE-4b Tal2 Protelr_1
8 9 590 sentezi

++ bugday ve diger tiirlerde miRNA ve dizileri tam olarak benzer olduguna isaret etmektedir
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1.5.miRNA’lar1 Tesbit Etme Yontemleri

Yapilan calismalara bagli olarak basta bitkiler olmak iizere hayvanlarda,
viriislerde ve kiiflerde miRNA tanimlama ve karekterizasyon artarak devam etmektedir.
Tesbit edilen bazi miRNA’lar miRBase v20 (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/)
ve PMRD (http://pmted.agrinome.org/images/second_logo.png) verilmistir. Tesbit
edilen bu miRNA’lardan bazilar1 tamamen biyoinformatik (bilgisayar dayali)
yontemlerle bazilar1 ise deneysel metodlardan yararlanilarak  saptanmistir.
Biyoinformatik yontem, miRNA’lardaki dizi ve yap1 korunmuslugunu (conservation)
arama ve bu homolojileri saptama tizerine kuruludur. Bugiine kadar Reinhart ve ark.
(2002), Jonnes-Rhoades ve ark. (2004) ve Sammanani ve ark. (2004) bitki
miRNA’larinin saptanmasi hususunda bilgisayar tabanli metotlar kullanarak bircok
mMIiRNA tesbit etmislerdir. Diger metod da ise 6rnegin, 58 bugday miRNA’s1 deneysel
olarak saptamistir (Yao ve ark., 2007).

mMiRNA’lar1 spesifik donem, doku ya da hiicreye gore tanimlama ve kantitatif
olarak 6lgme metodlar1 onlarin islevlerinin anlagilmasi i¢in ¢ok onemlidir. Deneysel
yontemlerle miRNA tesbitinde Northern hibridizasyonu, klonlama ve kiicikRNA
kiitiphanelerinin dizilenmesi, mikroarray analizleri, SYBR Green 1 analizi ve miRNA

TagMan URL prob deneyi gibi metodlar olduk¢a yaygindir (Eldem ve ark., 2013).

Fakat bu metodlarin etkinligi ve hassasiyeti diisiik olup ¢ok miktarda 6rnekleme
icin uygun degildirler. Bunlarin yerine daha etkin, hassasiyeti yliksek ve sayisal olarak
6l¢iim olanag saglayan qRT-PCR metodu kullanilmaktadir. miRNA’lar1 6l¢ebilmek
icin hiicrelere yonelik bircok metod gelistirilmistir (Park ve ark., 2002). gqRT-PCR
metoduyla 25 pg (pikogram) kadar total RNA kullanarak dogru sonuglar almak
mimkiindiir (Park ve ark., 2002). Fakat buna ragmen qRT-PCR’m kullaniminda bazi
problemlerde mevcuttur.

Bunlar miRNA’nin dogal yapisindan Guanin (G) / Sitozin (S) mikarma bagh
olarak erime sicakliklarin farkli olmasi ve miRNA ailesinde birka¢ baz farkinin
olmasindan kaynaklanmaktadir. Buna ragmen RT reaksiyonu iiriinleri ise amaglanan
6zel miRNA’nin sayisal olarak 6l¢limii igin qRT-PCR ile SYBR Green | ya da Tagman
tabanli RT-PCR deneyleri (Sekil 1.9) yaygin olarak kullanilmaktadir (Eldem ve ark.,
2013).
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gRT-PCR temelde iki asamadan olusur. ilk asamada, bir sap-ilmik RT primeri
tasarlanir, bu primer ise Olciilmesi amaglanan miRNA’ya yapigarak onun iizerinden
cDNA sentezlenir. ikinci asamada ise spesifik olarak miRNA igin hazirlanan ileri
primeri ve sap-ilmik’e uygun olan universal geri primeri (5’°GTGCAGGGTCCGAGGT-
3’) ile spesifik bir qRT-PCR reaksiyonu yapilir (Yanik ve ark., 2013). SYBR Green I
yonteminde kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglanir. Cift zincirli
DNA, RT- PCR cihazinda konulur sonra DNA zinciri ayrismaya basladiginda araya
girmis olan boya serbest hale gecerek floresan 1s1ma yapar. Bu 1simanin miktarindan
elde edilen erime egrisinden faydalanilarak spesifik olmayan iiriinlerin ¢ogalmasinda
Tm derecesi arasinda farklilikla belirlenmektedir.

Bu erime sicakligt DNA pargaci@indaki bulunan GC/AT oranina baghdir.

Reaksiyon tamamlandiktan sonra sicaklig1 belli araliklarla ve belli oranda yiikseltilerek
floresan miktar1 belirlenmektedir (Varkonyi-Gasic ve ark., 2007).
Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge oldugunu anlayabilmek i¢cin SYBR Green I
yonteminde 6zgiil olmayan amplifikasyon tirlinlerinin ve primer dimerlerinin kontrolii
icin agaroz jel elektroforezinden yararlanilmaktadir. Ayrica bu sorunlarin tesbiti igin
bagka bir analiz daha yapilabilmektedir. Erime egrisi (Melting curve) analizinde her ¢ift
zincirli DNA’nin kendine 6zgii bir erime sicakligina (melting temperature, Tm) sahiptir
(Kubista ve ark., 2006).
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® ™ Reverse Primer Reverse Pries
a) Tagman tabanli RT-PCR b)SYBR tabanli RT-PCR

Sekil 1. 9. TagMan ve SYBR Green ile olgun miRNA’nin RT-PCR 06l¢gme
metotlar1 (Eldem ve ark., 2013)

Bu tez ¢alismasinda besin olarak tiiketilen ve diinyada genis alanda yayilim gosteren
bugdayda fungal hastalik ve tuz stresinde ifade olan tim miRNA’larin mikroarray
analizleri yontemi ile karakterizasyonu yapilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda goz
oniinde bulundurulacak baska bir nokta ise 7riticum aestivum’a ait olan miRNA’larin
ifade diizeylerinin profilinin ¢ikarilmasidir. Ifade diizeylerinin bu organizmadaki farkli
stres sartlarinda ayni dokuda arastirilmasinin;

a) Triticum aestivum’daki miRNA larin ve onlarin hedefledigi genlerin daha
kapsamli bir sekilde analiz edilmesi,

b) miRNA’larmn ifade diizeylerinin ayni doku ve organlarda farkli stres faktorleri
altinda karsilastirmali olarak analiz edilmesiyle biyotik strese bagli olarak organlarda
hangi miRNA’larin asir1 ifade edildigine ve/veya asirt miktarda baskilandigina bakarak
streste rol alan miRNA’larin birde bu agidan tartisilmasi,

¢) miRNA mikroarray analizleri sonunda ulasilan ve 6nemli goriilen miRNA’larin
ifade diizeylerini, hedefledikleri genlerin ifade diizeyleri ile birlikte analiz edilmesiyle
miRNA’larin hedef genlerin ifadelerini ne oOlgiide diizenledigi tesbit edilerek stres

mekanizmasinin bir baska agidan daha yorumlanmasi, gibi sonuglar1 olacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Kok ve Kok Bogaz Ciiriikliigii Hastaligi ve Dayanikhilik Tipleri

Kok ve kok bogazi hastaligl erken devrede olugsmussa hassas ¢esitlerde hastaliktan
kisa bir siire sonra fide 6liimleri meydana gelmektedir. F. culmorum ve B. sorokiniana
bitkinin ksilem borularini tikar ve toprakla iliskisini keserek, bitkide solgunluk ve daha
sonra akbasak olusumuna da neden olabilir (Aktas ve ark., 1995). Bitki zayifladigindan
bu durum tahillarin yatmasina neden olur. Genel olarak, F. culmorum ve B. sorokiniana
toprak ve tohumla yayilir (Aktas ve ark., 1995). Ekmeklik bugday ¢esitlerinin 6nceki
calismalarda kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii hastaligina hassas ve dayanikliligi tesbit
edilmistir. Demirci (2003) 10 gesitle yaptigi ¢alismada F. culmorum’a kars1 Bezostoja-I
ve Gilin-91’in orta derecede dayanikli oldugunu ve F. graminearum’a ise 10 bugday
¢esidinin higbirinin dayanikli olmadigi belirtmektedir. Kok ve kok bogazi ¢iirikliigii
hastalig1 ile ilgili yapilan bu ¢alismada farkli bugday ¢esitlerinde F. culmorum' un
olusturdugu hastalik (%) siddetleri incelenmis, ¢esitler arasinda fungusa dayaniklilikta
varyasyon belirlenmis ve hastalik siddetine en yiiksek hassasiyet Mizrak cesidinde
%75,46, en diisiik hassasiyet ise Bezostaja-l ¢esidinde % 23,54 olarak rapor edilmistir
(Sekil 2.1; Demirci, 2003).

100 - —

o -
| F. culmorum F. graminearum B. sorokiniana
<0

s Hastalk $idde

N
-~
.
- S P

Bezostaja-I Mizrak-98 Giin-91

Sekil 2. 1. Farkli bugday cesitlerinde F.culmorum, F.graminearum ve B.
sorokiniana min olusturdugu hastalik siddetleri oranlar1 (Demirci, 2003).



Cizelge 2. 1. Mizrak ve Bezostaja-1 bugday ¢esitlerinde B. sorokiniana'nin
olusturdugu kok ve kdk bogazi hastaliginin % siddetleri (Demirci, 2003).

Cesitler % Hastalik Siddeti ve Tekerriir Ortalama Reaksiyon
tipi

Cesitler 1 2 3 4

Bezostaja-1 24.00 28.00 35.00 30.00 29.00+2.29 MR

Mizrak-98 55.00 62.00 80.00 80.00 69.25+6.37 MS

Giin-91 30.00 42.00 36.67 43.33 38.00+3.03 MR

* Farkli harf alan ortalamalar arasindaki fark 6nemli bulunmustur (P=0.05). MR (Orta
dayanikli ), MS (Orta hassas), S (Hassas).

Giliniimiizde klasik 1slah ¢aligmalari, enfeksiyon baslangicina ve enfeksiyonun
yayilmasina dayaniklilig1 olan bugdaylardan faydalanilarak yapilmaktadir. Fakat bu tip
dayaniklikta bitki hastaliga karst kismen toleranshidir ve biyotik etmenlerle basa
cikmada yetersiz kalirlar. Ayn1 zamanda F. culmorum tarafindan da olusturulan bagak
yaniklig1 enfeksiyonun yayilma diizeyinde dayaniklilikla iligkili olarak bugdayda 1B,
2AL, 3BS, 3A, 5A ve 6B kromozomlari iizerinde lokuslar tesbit edilmistir (Bai ve ark.,
1999). Bitkilerde Fusarium enfeksiyonuna dayaniklilik mekanizmalari 5 gruba ayrilir:

a) Enfeksiyon baglangicina dayaniklilik (Tip 1),

b) Enfeksiyonun yayilmasina dayaniklilik (Tip 2),
c) Tohum/tane enfeksiyonuna dayaniklilik (Tip 3),
d) Hastaliga dayaniklilik (Tip 4),

e) Mikotoksinlere dayaniklilik (Tip 5).

Su anda Fusarium tiirlerine yiiksek diizeyde dayaniklilik gdsteren bir gesit
bulunmamakta, ancak yapilmakta olan bazi ¢aligsmalarda toleransl ¢esitlerin enfeksiyon
ve yayllim stiresince F. culmorum’a aktif savunma yanitlar1 verdikleri bilinmektedir
(Kang ve ark., 2000). Patojen enfeksiyonuna maruz birakilan bitkilerde savunma yaniti
genleri olarak bilinen ve PR (Pathogenesis-related proteins) proteinlerini kodlayan bir
grup genin, patojen-bitki etkilesiminde temel rol oynadig1 bilinmektedir (Kog ve ark.,

2008). Fusarium’a dayanikliligin molekiiler diizeyde incelenmesinde, hassas ve
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dayanikli genotiplerde gen-baglantili miRNA’larin tesbiti ve patojen-konak iliskilerine

dair daha fazla bilginin elde edilmesi 6nem tasimaktadir.

2.2. Biyotik Stres Yanitlarinda Bitki miRNA’larinin Fonksiyonlari

Gelisimde ve abiyotik streste miRNA’larin rolii yogun bir sekilde calisilmasina
ragmen, biyotik strese yanitta miRNA’larin fonksiyonlart ¢ok yakin zamanlarda
calisilmaya baslanmistir. Bununla alakali ilk ¢alisma Arabidopsis’de yapilmistir. PAMP
(patojen iliskili molekiiler numune) yaygin bir sekli de bilinen Pseudomanas syringae
(Pts)’un resporii olan flg22, peptitden elde edilen bir bakteri F — box proteindir. flg22
ise TIR1’1 hedefleyen miR393’in ifade edilmesini baslatmistir (Sekil 2. 2; Navarro ve
ark., 2006). TIR1 (transport inhibitorii yanit proteinleri), oksin kaynakli fizyolojik
yanitlarda islev goren bir oksin reseptoriidiir. Benzer bir g¢alisma Pst DC3000
(Pseudomanas syringae fonksiyonel tip III salgi sistemi) ile enfekte edilmis
Arabidopsis’te gozlemlenmistir (Eldem ve ark., 2013). Arabidopsis TIR1 mutantta
miR393 direngli TIRI1’in overekspresyonu (asir1 ekspresyonu) baskilanarak Pst
DC3000’e hassasiyeti arttirmigtir (Navarro ve ark., 2006). Bu sonuclar miRNA’larin
PTI (PAMP tesvikli bagisiklik) mekanizmasinda Kritik bir yerdedir. miR393 bitkilerin
antibakteriyel yanit mekanizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. miR393 bitkilerde
transkripsiyon faktoriine etki ederek patojenle iliskili proteinin ekpresyonunu

diizenleryerek patojenin yayilmasina engel olabilmektedir (Khraiwesh ve ark., 2012).
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Sekil 2. 2. Biyotik strese yanitta bitki miRNA’lar1 (Vionnet, 2009). (A) Diisiik
miR393 diizeyleri altinda, TIR1 F — box proteinleri oksin faktdrlerinin
ubiquitin kaynakli degradasyonunu baglatir ve savunma yanitlarini
baskilayan oksin yanit genlerinin girisini diizenler. Orta panelde,
flg22’ye sahip FLS2’nin aktivasyonu oksin yanit genlerinin
baskilanmasiyla sonuglanan TIR1’in boliinmesine yol agar. (B)
miRNAnin liretimi pozitif ve negatif diizenleyicilerle bir dengede devam
ettirilir

Bitki-mikroorganizma etkilesim sirasinda mikroRNA’lar &nemlidir. Ornegin,
Rhizobium bakterisinin azot (N) fiksasyonunu ve Agrobacterium’larin timor
olusumunun diizenlenmesinde miRNAlarin gorev aldigi bilinmektedir (Combier ve ark.,
2006). Ayrica, oksin (IAA) stresine yanit faktorleri olan ARF’ler rhizobial enfeksiyon
sonucunda yapraklarada (ARF10, ARF16 ve ARF17) miR160, miR393, miR164 ve
miR 168’1 hedef ve ifade diizeylerini degistirir (Zhou ve ark., 2008; Khraiwesh ve ark.,
2012).

Bitkilerde, Arabidopsis'de bitkisel antibakteriyel (PTI) miRNA olarak ilk
miR393 teshis edilmistir (Khraiwesh ve ark., 2012). Tiitiinde, miR156, miR160 ve
miR 164 mozaik viriis enfeksiyonu sonrasi uyarilmis olup ¢esitli miRNA aileleri farkl
tepki ifadeleri ortaya koyabilmektedirler (Khraiwesh ve ark., 2012). Cam da pas mantari

fusiforme pas hastaligina neden olur. Ornegin fusiform enfeksiyonunda miR156 ve
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miR160 tepki ifadesi olarak artig gdstermektedir (Bazzini ve ark., 2007; Subramanian
ve ark.,, 2008). En son veriler gostermektedir ki miRNA’lar bugday’da kiilleme
(powdery mildew) enfeksiyonuna karsi tepkiyi etkilemektedir. Korunmus miRNA'larin
bazilar1 gostermistir ki kiillemeye tepki olarak miR156, miR159, miR164, miR171 ve
miR396 ifadesinde azalma (down regiile) olurken miR393, miR444 ve miR827 sirasiyla
ifadesinde artma (up regiile) oldugu gorilmiistir (Xin ve ark., 2010). Fungal strese
maruz kalmis bitkilerde miR160 ifadesi artis gosterirken GH-3 gen ifadesini (gen
expresiyon) ve ARF10 engellenerek tohum ¢imlenmesini ve bitki rtiisiiniin olusumunu

durdurarak tepki vermistir (Lui ve ark., 2007).

miR156 ailesi, bitkilerde ¢igeklenme peryodunu, yaprak gelisim siireci ve tohum
gelisimi gibi evrelerde yer alan SBP (squamosa promoter baglayict protein)
transkripsiyon faktorii kontrol etmektedir. miR156 hem abiyotik (kuraklik, tuzluluk)
hem de biyotik (fungal, bakteriyel) streslerde gorev alarak ifade seviyesi degismektedir
(Lui ve ark., 2008). Khraiwesh ve ark, (2012) yaptig1 calismada biyotik (Fungal) streste

gorev alan baz1 miRNA’lar Cizelge 2. 2 verilmistir.

Cizelge 2. 2. Biyotik streste (Fungal) diizenlenmis bazt miRNA’lar ve hedef
proteinleri (Khraiwesh ve ark., 2012)

Fungal stresteki miRNA Hedef proteinleri
Pta-miR156- SBP-LIKE
Pta-miR160- ARF

Ta-miR156- SBP-LIKE
Ta-miR159- MYB

Ta-miR164- NAC

Ta-miR171- SCL

Ta-miR393- TIR1

Ta-miR393- GRF

Bugdayda, strese yanit olarak miRNA'larin fonksiyonlari halen tam olarak
bilinmemekte, ancak yapilan bir¢ok arastirmalarda abiyot ve biyotik strese tepki olarak

bugdayda kiiciik RNA'larin ifade seviyeleri incelenmistir. Strese yanit olarak
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miRNA’larin 6nemli rolleri hakkinda ipuglari saglanmigtir (Yao ve Sun, 2012). Xin ve
ark. (2010) killeme enfeksiyonu ve 1s1 stresine duyarliligi belirlemek igin
gerceklestirilen  yiikksek verimli sekanslamada topamda 22 miRNA’nin  kiif
enfeksiyonuna onemli olgiide duyarli oldugunu tesbit etmistir (Yao ve Sun, 2012).
Ornegin, kiilleme enfeksiyonunda yakin- izogenik dayamkli hat JD8 - PM30 gore
duyarli JD8 bugday ¢esidinde miR156’nin ifadesi azalmigtir. Kif stresine maruz
birakilan bugdaylarda, miR156 ifadesi ile hedef genler (Ta3711 ve Ta7012) arasinda
negatif bir iliski belirtilmistir (Xin ve ark., 2010). Patojene duyarli miRNA bagka
orneginde ise, JD8 bugday cesidindeki kiif enfeksiyonunda sentezi artan miR393
goriilmektedir. Caligmanin ilging olan yani oksin sinyal yolu ile ilgili miR393
salgilanma modelleri belirgin olmasidir. Bu modelde yakin izogenik JD8 ve JD8 -
PM30 arasinda oksin sinyalinin farkli oldugu goriilmiistiir, bu nedenle, miRNA’dan
etkilenen oksin yollarinin kiilleme hastalik direncini de onemli Olclide etkiledigi
goriilmistiir (Xin ve ark., 2010; Yao ve Sun, 2012). Buna ek olarak, Bu ¢alismada 9
miRNA'nin istatistiksel olarak sicaklik stresine karst onemli derecede duyarlilik
gosterdigi belirlenmistir. Ayni calismada, miR172 ifadesi onemli Ol¢iide (1,5 kat)
azalirken miR156, miR159, miR160, miR166, miR168, miR169, miR827 ve miR2005
dahil 8 miRNA'nin ifadesi onemli 6l¢iide artis gostermis, miR168 ise 2.9 misli ifade
artis1 saglamstir.

Khraiwesh ve ark. (2012) yaptigi calismalarda fungal ve bakteriyel enfeksiyonda
miR160 ve miR393 gorev alirken viral ve yine fungal enfeksiyonda miR156, miR160
ve miR164 gorev aldigi gorilmiistir. Bundan bagka fonksiyonel analizler
gostermektedir ki abiyotik diren¢ gibi biyotik direngte de bu hayati roller i¢in 6nemli
Olciide miRNA'lara ihtiya¢ vardir. Bu anlayis miRNA’larin esliginde bitkilerin strese

genetik toleranslari i¢in yeni araglar saglamaktadir (Yao ve Sun, 2012).

2.3. Abiyotik Stres Yanitlarinda Bitki miRNA’larin Fonksiyonlari
Tuz stresi hiicre i¢inde bir¢ok farkli mekanizmanin uyarilmasina neden oldugu
tahmin edilen stres kosullar1 ve bunlarin etkileri mikroarray teknikleri ile derinlemesine

incelenebilmekte ve bu mekanizmalarin etkilesimleri ile ilgili 6nemli bilgiler elde

edilebilmektedir (Khan ve ark., 2007). Asirt sicaklik, tuzluluk, besin eksikligi ve
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kuraklig1 igeren abiyotik stres yanitlar bitkilerde binlerce genin ifadesini kontrol ettigi
ve bu genlerin bazilarinin ise miRNA’lar tarafindan diizenlenmis oldugu belirlenmistir
(Li ve ark., 2010; Reyes ve Chua, 2007). Ozellikle tanskripsiyon sonrasi gen
susturulmasinda kiiclik RNA'larin 6nemli rolleri goz oniine alindiginda, abiyotik stres
diizenleyici gen ifadesi bunlarin katilimi gibi goriilebilmektedir (Yao ve Sun, 2012).
Sunkar ve Zhu (2004) yaptigi ¢alismada soguk, dehidrasyon, yiiksek tuz ve absisik asit
gibi farkli abiyotik strese maruz kalmis Arabidopsis fidelerinde abiyotik strese duyarli
birka¢ yeni miRNA ve kiiciik RNA'larin kiitiiphanesini teshis etmislerdir (Khraiwesh ve
ark., 2012).

Bitkilerde ¢ok sayida genler ve transkripsiyon faktorleri tuz stresinden etkilenirken
miRNA'lar Arabidopsis'de abiyotik streste mineral eksikligine kars1 duyarhdirlar (Yao
ve Sun, 2012). Besin noksanliginda miRNA’nin rolii miR399’u ¢alisilarak tesbit
edilmistir. miR399 fosfat eksikligi durumunda UBC (ubiquitin baglayicit enzimi)’'nin
calismasini hedeflemistir. Dahasi, miR399’u asir1 ifade eden transgenik Arabidopsis
bitkileri yabani tip bitkilerden daha fazla fosfat biriktirmis ve birincil koklerde fosfat
raportdr geninin daha yiiksek diizeyine sahip oldugu goriilmiistiir. Mineral eksikliginde
miRNA’lar1 roliit ATP siilfiirilaz (APS) proteinlerinin etkilesimini gosteren galismalarla
desteklenmistir. Aspl geninin miR395 tarafindan diizenlendikleri tesbit edilmistir
(Eldem ve ark., 2013). miR395, ATP sulfur APS1, APS3 ve APS4 kodlayan genleri
hedefler. Bu enzimler, inorganik siilfat asimilasyon da ilk adimi katalizler ve siilflir

birikiminde (Liang ve ark., 2010) gorev alirlar (Khraiwesh ve ark., 2012).

Oksidatif stres yanitlart ayn1 zamanda miRNA’larla diizenlenir. Oksidatif stres
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu baslatir ve siiperoksit dimiitazlar (SOD) gibi
temizleyiciler bitkiye hasar veren molekiilleri uzaklastirir. miR398’in hedefleri
Arabidopsis ve g¢eltikte Cu (bakir) -SOD olarak bulunmus ve miR398’in asiri
ekspresyonu Cu — SOD’nun seviyesini azaltmistir. Daha ilging olani, diisiik seviyede Cu
sartlar1 altinda, Cu — SOD’un seviyelerinde azalma olup mMiR398 seviyesi
yiikselmektedir. miR398, Cu homeostasi ve oksidatif stresin 6nemli bir diizenleyicisidir
(Yamasaki ve ark., 2000; Lu ve ark., 2008). Ayrica tuzlulukla ilgili olarak Cu/Zn
siiperoksit dismutaz (CSD1 ve CSD2) genlerini miR398 hedefledigi bulunmustur
(Eldem ve ark., 2013).
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Bitki hormonlartyla miRNA’larin  etkilesimi ABA  yanitlarim1  ¢alisarak
kesfedilmistir (Reyes ve Chua, 2007). miR159 ABA uygulanmis fidelerde artig
gosterirken miR159’un hedef geninin MY B (myeloblastosis) transkripsiyon faktor ailesi
oldugu dogrulanmistir (Eldem ve ark., 2013). miR159 myb33, mybl101 genlerinin
aktivitelerini baskilanmaktadir. miR159’un ekspresyonu ABA’ya olan duyarlidir buna
bagl olarak ¢igeklenme zamani engelenmektedir. miR159, myb33, myb101 ve myb65
transkripsiyon faktor genlerini hedefleyerek tuzluluk, kuraklik, bakteriyel ve fungal
patojenlere yanitinda da gorev almaktadir (Yanik ve ark., 2013).

Ayrica miR393, miR397b ve miR402 ABA’yla alakali diger miRNA’lardan
bazilaridir (Reyes ve Chua, 2007). Yine tuz ve soguk stresine maruz kalan bitkilerde
miR393 artmakta TIR1 aktivitesi durdurularak oksin iletimi engellenmektedir (Williams
ve ark., 2005; Jones-Rhodes ve ark., 2006; Chen, 2009). Bu sonuglar stres yanitlariyla
alakali hormonlarin aktivitelerinden bir kismini dogrulamistir. Son zamanlarda,
Arabidopsis’de yiiksek tuzluluk, kuraklik ve soguk gibi stres duyarli miRNA’lar
(miR168, miR171ve miR396) teshit edilmis, boylece miRNA’larin abiyotik strese
adaptif yanmtta rol oynadigini gosteren bulgular elde edilmistir (Khraiwesh ve ark.,
2012). Yine yapilan bir caligmada, kurakliga dayanikli yabani bugday (Triticum
turgidum ssp. dicoccoides) kuraklik stresine yanit olarak miRNA ifade diizeyni
mikroarray ¢ipleri kullanarak arastirilmistir. Yaprak ve kok dokularda toplam 438
mMIiRNA tesbit edilmistir. Yapilan bu c¢alismada 13 miRNA (miR1867, miR896,
miR398, miR528, miR474, miR1450, miR396, miR1881, miR894, miR156, miR1432,
miR166 ve miR171) kuraklik stresine yanit olarak diizenlenmis oldugu bulunmustur
(Khraiwesh ve ark., 2012; Kantar ve ark., 2010). En 6nemli abiyotik stres faktorlerinden
biride agag tiirlerindeki mekanik strestir. Bu stresle alakali olarak miR156, miR162,
miR164, miR408, miR475, miR480 ve miR481 bulunmustur (Lu ve ark., 2008). Bu

nedenle mekanik strese yanitta miRNA’lar bulunmaktadir.

Zhou ve ark. (2009) calismasinda miR169 ailenin iiyesi olan miR169g ve
mMiR169n’nin, yiiksek tuzluluk tarafindan indiiklendigi rapor edilmistir. Sonug olarak
miR156, miR164, miR167 ve miR396 aile iiyelerinde tuzlu ortamda azalma olmamastir.
Son zamanlarda, tuza dayanikli ve duyarh iki hatta (Zea mays) ‘da miRNA profilini

aragtirmak i¢in kullanilan mikro-dizi deneylerinde miR162, miR168, miR395 ve
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miR474 tuzlu ortamdaki misir koklerinde arttigi tesbit edilmistir (Khraiwesh ve ark.,
2012). Koklerde miR168 artisina bagli olarak AGO1 proteini olusumu saglanirken buna
bagli olarak miRNA biyosentezi diizenlenmektedir (Vaucheret ve ark., 2004).

Mikroarray teknikleri ile tuz stresine maruz kalan Arabidopsis fidelerinden bir
miRNA kiitiiphanesi olusturulmus olup tuz stresine maruz birakilan Arabidopsis’de bazi
miRNA'larda artis1 oldugu tesbit edilmistir. Ozellikle miR156, miR158, miR159,
mMiR165, miR167, miR168, miR169, miR171, miR319, miR393, miR394, miR396, ve
miR397 tuz stresine Karsi tepki olarak diizenlendigi belirtilmistir (Khraiwesh ve ark.,
2012)

Bu sonuclarda miRNA’larin abiyotik stres faktorlerine yanitta vazgecilemez
elementler olduklarim1 gostermektedir. Khraiwesh ve ark. (2012) yaptig1 calismada
abiyotik (tuz) streste gorev alan baz1 miRNA’lar1 Cizelge 2. 3 de verilmistir.

Cizelge 2. 3. Abiyotik streste (Tuz) diizenlenmis mRNA'lar ve hedef aileleri
(Khraiwesh ve ark., 2012)

Tuz stresi ve miRNA Hedef gen ve protein

At-miR156 SBP-LIKE
Zm-miR166- SBP-LIKE
At-miR158 PPR

Zm-miR162 DCL

At-miR167 ARF
At-Zm-miR169- NFY/MTHAP2-1
At-miR171- SCL
At-miR319/159- TCP/MYP
At-Pv-mir393- TIR1/AFB
At-miR394- F-box
Zm-miR395- AST/APS
At-miR396- GRF

At-miR398- CSD
Pt-miR482.2- DRP
Pt-miR1450- L-RTMK
Pt-miR171- SCL
Pv-miR159.2 Chlarin heavy chain
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2.4.Tuz Stresinin Molekiiler Temelleri

Tuz stresi bitkiler i¢in onemli bir faktordiir. Tiim diinyada bitki biliylimesini ve
iiretimini olumsuz olarak etkileyen tuz, ekilebilir arazinin yaklasik % 6’n1 etkisi altina
almaktadir (Khraiwesh ve ark., 2012). Bitkilerde tuza tolerans saglayan genetik olarak
birbirine bagli Tuza asir1 duyarlilik (SOS) yolu iyon dengesi ile saglanmaktadir.
Arabidopsis spp.’de tuz toleransinda birbirine baglantili SOS1, SOS2, SOS3 ile Na* ve
K" iyon dengesini (Sekil 2. 3 ) saglamaktadir (Sairam ve Tyagi, 2004). Bitkide tuzluluk
genelde, Na* ve CI sviyesinde artis1 saglarken Ca®, K' gibi iyonlarin diizeylerinde
azalisa neden olmaktadir. Sekil 2. 3’te ifade edildigi gibi SOS, plazma zarinda bulunan
Na'/H" antiporteri kodlar SOS2, serin/treonin kinaz proteinlerini kodlar iken SOS3 ise
plazma zarmda Ca’ baglayan proteinleri kodlar. Tuzun artmasi plazma zarmndaki
kalsiyum kanalim aktif hale getirir ve stoplazmada Ca" konsantrasyonun artisina neden
olur (Yokoi ve ark., 2002). Bu Ca" artis1;, SOS3 aracilig1 ile SOS2 basamaklarini aktive
eder. SOS3’un SOS2 etkilemesi ile SOS2 aktif hale gecer. SOS2 ve SOS3, SOSI’i
aktive ederek SOSI1’in ekspresyon seviyesini belirlemektedir. SOS1’in aktif olmasi ile
iyon dengesi saglanir ve tuz toleransi ortaya ¢ikar (Sairam ve Tyagi, 2004; Yilmaz ve

ark., 2011).

T —
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Sekil 2. 3. SOS sinyal ile iyon dengesi ve tuzluluga toleransin kalsiyum
tarafindan diizenlenmesi (Sairam ve Tyagi 2004; Yilmaz ve ark., 2011)
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HKT1: sodyum girisi tasiyicist AKT1: K* girisi kanali NSCC: segici olmayan katyon kanali
AtNHX 1, 2 ve 5: hiicre igi zar Na*/H" antiporteridir

Tuza tolerans ve iyon dengesinin saglanmasinda miRNA’lar transkripsiyon
faktorlerini hedefleyerek dogrudan gorev alabilirler. miR393, NaCl (Tuz), kuraklik ve
ABA uygulamasiyla yiiksek oranda ifade olurken, miR319c ise soguk stres uygulamasi
ile asir1 ifade olmus ancak NaCl, kuraklik veya ABA streslerinde ifade artis1 olmamaistir
(Yang ve ark., 2007). Bugiine kadar yapilan birka¢ ¢alisma tuz muamelesine kars1 bitki
miRNA’larinin farkli ifade diizeylerini belirlemek icin yapilmistir. ifadeye dayali bir
calismada Lui ve ark. (2008) miR396, miR168, miR167, miR165 (Sekil 2.4), miR319,
miR159, miR394, miR156, miR393, miR171, miR158 ve miR169 gibi birkag
MIRNA’nin tuz muamelesine yanit verdigini belirtmistir (Jagadeeswaran ve ark., 2009;
Eldem ve ark., 2013). Celtikte ve Arabidopsis’de miR396 yabani bitki tiirleriyle
kargilastirildiginda alkali ve tuz stresine dayaniklilikta bir azalma meydana
gbzlemlenmistir (Chi ve ark., 2011). Kavakta tuz stresi sirasinda miR530, miR1445,
miR1446, miR1447 ve miR171 ifadesinde azalma olurken miR482.2 ve miR1450

kavakgillerde tuz stresi siiresince ifade artis1 olmustur (Eldem ve ark., 2013).

BRI i

b

Sekil 2. 4. Tuz stresine maruz birakilan bitkide artis gdsteren miR165a (Unver
ve Budak., 2012)

36



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

3.1.1. F. culmorum ve B. Sorokiniana Uygulama Materyalinin Elde
Edilmesi
Calismada kullanilan bitki materyalleri Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitlisti’'nden elde edilmistir. Caligmada kullanilacak olan ekmeklik bugday cesitleri
ve ¢esidi gelistiren kurumlar Cizelge 3. 1°de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Calismada kullanilacak ekmeklik bugday cesitleri ve gelistiren
kurumlar

Ekmeklik Bugday Cesidi Gelistiren Kurum

Bezostaja-1 Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Mizrak-98 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii
Seri-82 Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii

Cizelge 3. 2’ de biyotik (F. culmorum ve B. sorokiniana) stres kosullarina
dayanikli ve hassas olan bugday cesitleri ile pedigrileri (http://wheatpedigree.net/)
verilmistir.

Cizelge 3. 2. Biyotik (F. culmorum ve B. sorokiniana) stres kosullarina
dayanikli ve hassas olan bugday cesitleri ile pedigrileri.

Cesidin Ad1 ve Pedigrileri Stres Faktorii Hassasiyeti

Mizrak-98 Biyotik Hassas (Demirci, 2003)
(Ya-17278-4a-2a-1a-2a0a[2400];

Mizrak[000]; Mizrak-98[3532])

Bezostaja-I Biyotik Dayanikli (Demirci, 2003)
(M)Bezostaya-1[104];

Mizrak-98: Kilgikli ve beyaz kavuzlu, basaklari orta uzunlukta seyrek ve yari
yatik bir yapiya sahiptir. Orta boylu ve saglam saplidir. Dane rengi beyazdir. Giibreye
reaksiyonu oldukga iyidir. Orta gecici soguga ve kuraga dayaniklidir. F. graminarum’
un neden oldugu kdok ve kdk bogazi ¢iiriikligii hastaligina orta derece de hassastir.
Mizrak ¢esidinde patojenlerin ¢ikisa dnemli bir etkisi olmadigi belirlenirken, bu ¢esitte

F. graminearum'un hastalik siddeti % 69, F. culmorum'un hastalik siddeti % 75 ve B.
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sorokiniana'nin hastalik siddeti ise % 69.25 olarak bulunmus (Cizelge 2.1) ve F.
graminearum ve B. sorokiniana'ya karsi orta derecede hassas ve F. culmorum' a karsi
ise hassas oldugu goriilmiistiir (Demirci, 2003 ).

Bezostaja-1 : Kilgiksiz ve basak rengi beyaz dane rengi kirmizi olan Bezostaja-
| kisa dayaniklir. Kardesleme orani diisiik olup boyu 100-110 cm dir. Erkencilik orta
derece olup yatmaya dayaniklidir. Siirme ve rastik hastalig ile sar1 ve kahverengi pasa
dayaniklidir. Kok ve kok bogazi hastaligina karsi ise hassastir (Demirci, 2003). Aktas
ve ark, (1999) yaptiklar1 ¢alismalarda bu ¢esidin F. culmorum ve B. sorokiniana' ya
kars1 orta derecede dayanikli oldugunu belirlemislerdir. Demirci (2003) yaptigi
calismada Bezostaja-1 c¢esidinde ele alinan patojenlerin ¢ikisa 6nemli bir etkisinin
olmadigi. F. graminearum' a kars1 hassas bulunmasina karsin (hastalik siddeti %72),
F. culmorum (%23) ve B. sorokiniana (%29)'ya karsi daha dayanikli oldugu
belirlenmistir. Her iki ¢alismada birbirine paralel sonuglar alinmistir (Sekil 3. 1).

Bezostaja-1 abiyotik (Tuz) stres’e kars: ise duyarlidir. Bu dogrultuda Oncel ve
Keles (2002) Bezostaja-1, Seri-82 ve Kirag-66 gesitlerine tuz stresinin uygulanmasi ile
yapilan ¢alismada kok ve siirglin bliylimesi 200 mM NaCl uygulamas: altinda 5 giin
gibi kisa bir siire kalmasma ragmen Onemli Olgliide engellendigi goriilmistiir.
Incelenen genotipler arasinda tuz dayaniklilig: en iyi olan genotipler Seri-82 ve Kirag-
66 olarak goriiniirken Bezostaja-1 ve Kiziltan-91 200 mM NaCl’e olduk¢a duyarlidir
(Sekil 3.1).

100 OF.cul @ F.gra W B.sor

% Hastalik Siddet

=
=
(]

Bezostaja
Mizrak
[kizee
Gerek
Kirgiz
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Kutiuk
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Dagdag

Sekil 3. 1. Farkli bugday cesitlerinde kok ve kdk bogazi hastaligina sebep olan
etmenlerin olusturdugu hastalik siddeti (Demirci, 2003).
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Seri-82: Akdeniz kusagi i¢in tescil edilmis bir ¢esittir. Akdeniz bolgesinde sahip
oldugu Yr9 geni sayesinde uzun siire pas hastaligina dayaniklilik géstermistir. Ancak
patojenin dayaniklilik genini asmasi sonucu son yillarda biiyilkk verim kaybina

ugradigindan iiretimden kalkma asamasina gelmistir (Demirci, 2003).

3.1.2. Tuz Uygulama Materyalinin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan bugday ¢esit tohumlar1 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii'nden elde edilmistir (Cizelge 3. 1.). Bu bugdaylarin pedigrileri
http://wheatpedigree.net’ten alinmis olup ayrica abiyotik (tuz) stres i¢in kullanilan
cesitler yine daha onceki calismalarla dayanikli ve hassas oldugu belirlenen (Cizelge
3. 3) bugday cesileri bu stres faktoriine bagli yapilan ¢alismada Seri-82 ve Kirag-66
dayaniklilik gostrerirken Bezostaja-1 ve Kiziltan-91 ise oldukg¢a duyarlilik gosterdigi
teshit edilmistir (Oncel ve Keles, 2002).

Cizelge 3. 3. Abiyotik (Tuz) stres kosullarina dayanikli ve hassas olan bugday
cesitleri ile pedigrileri

Cesidin Adi ve pedigrileri Stres Hassasiyeti
faktori
Seri-82 Abiyotik  Dayanikli (Oncel ve Keles, 2002)
Kavkaz/(sib)buho//Kalyansona/Bluebird[114]
Bezostaja-I Abiyotik  Hassas (Oncel ve Keles, 2002)

(M)Bezostaya-1[104];
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3.2.Bitkilerin Biiyiitiilmesi

3.21. F. culmorum ve B. sorokiniana Uygulamasi icin Bitkilerin

Biiyiitiilmesi

Bugday tohumlar1 (Bezostaja-l ve Mizrak-98) 20 dk boyunca % 40
Sodyumbhipoklorit soliisyonu igerisinde streril edilip daha sonra steril su ile yikanmistir
(Keskin, 2006). Steril edilen tohumlar, toprak, kum ve perlit (1:1:1) karisiminin
bulundugu viyollere ekilerek (Sekil 3. 2) iklim dolaplarinda 24 °C’de 16/8 saat
1sik/karanlik altinda %2 Hoagland soliisyonu (Hoagland ve ark., 1950) ile sulanarak 8
giin biiyiitiilmiistiir (Keskin, 2006; Oncel, 2002).

Sekil 3. 2. Bugdayin viyollere ekimi

3.2.2. Arnon ve Hoagland Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cozeltinin hazirlanmasi icin makroelement ve mikroelementler suda ¢ozerek
sira ile karistirilmigtir. Karigim igin ilk etapta dort makroelementin her biri 1 It suda
¢oziindiikten sonra tamami 5 L distile suda karigimi saglanmistir. Makroelementlerden

KNOj3; ve MgSO, 7H,0 suda zor ¢ézlinmesinden dolay1 1sitmak gerekebilir.
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Makroelementler g/L

KNO; 1,020 g
C&(NOg)z [4H20] 0,492 g
NH4H,PO,4 0,230 g
MgSO, 7H,0 0,490 g

Belirtilen oranda alinan bilesikler sira ile KNO3-Ca(NOgs), .[4H20] -NH4H,PO,-
MgSO, 7H,0 karistirilmistir (Hoagland ve Arnon,1950).

Mikroelementler mg/L

H3BO4 2,860 mg
H>MoO,. H,0 0,090 mg
MnCl; 4H,0 1,810 mg
CuSO,4 H,0O 0,080 mg
ZnSO4 7H,0 0,220 mg

Mikroelementler ise g¢izelgede belirtilen oranda alinarak 1 1t’lik beherde
cozdiiriilerek ve 5 L kapa aktarilmistir. Bitki 6rnekleri saksilara konulduktan sonra
eklenecek kimyasallar 50 ml’lik polyetilen tiiplere % 0,5 lik FeSO4 .7H,O (0,5 g) ve
% 0,4 lik Tartarik asit (0,4 g) hazirlanan ¢ozeltiler konulmus ve bu kimyasallar her

saksiya 0,6 ml olmak iizere 2 giin araliklarla eklenmistir (Oncel ve ark., 2002).

3.3. izolatlarin Temini ve PDA Ortam Hazirlanmasi

Calismada kullanilan fungus (Cizelge 3. 4) Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii'nden Sayin Prof.Dr. Berna Tunali’dan temin

edilmistir.
Cizelge 3. 4. Calismada kullanilacak olan F. culmorum ve B. sorokiniana
izolatlar1
izolat Izolat Ad1
HO9W139-3K2 Fusarium culmorum
S-4KB1 Bipolaris sorokiniana

Elde edilen F. culmorum ve B. sorokiniana izolatlar kagit kiiltiiriine alinarak
calismanin yapilacagl zamana kadar muhafaza edilmistir. izolatlarmn kiiltiire alinmasi
icin PDA (Patates dekstroz agar) ortami hazirlanmis ve bunun i¢in 16 g PDA, 2 g
Agar, 400 mL saf su alinarak 121°C de 15 dk otoklav edilmistir (Sekil 3. 3). Otoklav
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olan PDA’lar ‘Polystrene’ 90 mm ¢apinda olan petri kaplarinda kiiltiire alinmistir.
PDA ortami 7 giin +4 °C de inkiibe edilerek funguslarun gelisimi saglanmistir (Araz
ve ark., 2010; Lawn ve Sayre, 1992).

Sekil 3. 3. PDA ve sterillizasyonu saglayan otoklav

3.4. Fungus Soliisyonlarimin Hazirlanmasi ve Inokiilasyonu

Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimiinden
alinan HO9W139-3K2 F. culmorum ile $-4KB1 B. sorokiniana izolatlar1 ayri ayri
kagit kiiltliriine alinarak inokulasyonun yapilacagi zamana kadar -80 °C bekletilmistir.
Daha sonra bu izolatlar PDA (patates dekstroz agaroz) ortaminda ¢ogaltilarak petri
kapalarina ekimi yapildi ve 12 saat karanlik periyotta inkiibatérde 22 + 1°C de plastik

steril petri kaplarinda 7-8 giin siire ile fungus (Sekil 3. 4) gelisimi saglanmistir (Arslan
ve ark., 2002).
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Sekil 3. 4. PDA ortaminda gelistirilen F. culmorum ve B. sorokiniana izolatlari

PDA ortaminda gelisen F. culmorum ve B.sorokiniana spor ve miselleri saf su ile
birlikte petri kaplarinda soliisyon haline getirilmistir (Tunali ve ark., 2008). Petri
kaplarina saf su eklendikten sonra steril sert bir metalle ile karistirilarak olusan

soliisyonlar steril tiilbent bez ile siiziilerek beherlere (500 mL) alinmistir (Sekil 3. 5).

miselleri
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Beherlere alman siispansiyonda spor konsantrasyonlar1 Thoma (isolab) deep 1/10 mm
ile yapilmistir (Sekil 3.6). Soliisyon halindeki F. culmorum ve B.sorokiniana
injeksiyon yontemi ile bugdaya inokiile edilmistir. F. culmorum spor ve miseleri Sekil

3. 7°de, B. sorokiniana spor ve miseleri Sekil 3. 8’de verilmistir.

Sekil 3. 6. Spor konsantrasyon 6l¢iimii yapilan Thoma deep (1/10 mm)

Sekil 3. 7. F. culmorum sporlar1 ve miseller
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Sekil 3. 8. B. sorokiniana sporlar1 ve miselleri .‘

3.5. F. culmorum ve B. sorokiniana Uygulanan Bitkilerin Hasat Edilmesi

F. culmorum ve B. sorokiniana solusyonlari iklimlendirme dolaplarinda 24 °C’de
16/8 saat 1s1ik/karanlik altinda 2 Hoagland soliisyonu (Hoagland ve ark., 1950) ile
sulanarak 8 giin biiyiitilen bugday c¢esitlerine injeksiyon yontemi ile inokule
edilmistir. Patojen asilamasi yapilmayan kontrol grubuna ise steril saf su inokule
edilmistir. Patojenlerin bugday ¢esitlerine inokiilasyondan sonra karanlik ortamda 24
saat extrem nemlilikte 10°C de karanlik uygulamasini takiben bitkiler 17°C 16/8 saat
1s1k/karanlik altinda tutulmustur (Sekil 3. 9). Ornekler inokulasyondan 48 saat sonra
(yaprak kismi) toplanarak -80 °C de RNA izolasyonuna kadar saklanmistir (Keskin,
2006; Oncel ve ark., 2002).
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3.6.Tuz Stresi Uygulamasi ve Bitkilerin Hasat Edilmesi

Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden elde edilen Bezostaja-1 ve Seri-82
cesitlerine tuz stresinin uyulanmasi i¢in bugday tohumlart kum-perlit (1:1 v/v)
karisimi bulunan saksilara 3’er tekkerrlii olarak ekilerek ve iklimlendirme dolabinda
24/16 °C de (14 saat giindiiz 10 saat gece) 7 giin siireyle Arnon-Hoagland ¢6zeltisi ile
sulanarak (Oncel ve ark., 2002) gelisimi saglanmustir (Sekil 3.10). Yedinci giiniin
sonunda fideler iki gruba ayrilmistir. Kontrol grubu fideler, iginde Arnon-Hoagland
¢dzeltisi bulunan kavanozlara alinmistir (Oncel ve ark., 2002). Tuz stresi uygulanacak
grup ise besin ¢ozeltisine ek olarak 200 mM NacCl igeren kavanozlara alinarak bu
kosullarda fideler hergiin havalandirilmak ftizere 5 giin siireyle kavanozlarda
tutulmustur. Bu silirenin sonunda kavanozlardan alinan yaprak ve kok ornekleri -80 °C

de RNA izolasyonuna kadar bekletilmistir.
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Sekil 3. 10. iklimlendirme dolabinda 24/16 °C de Arnon-Hoagland ¢ozeltisi ile
sulanarak biiyiitiilen bugday ¢esitleri

3.7.Toplam RNA izolasyonu ve Konsantrasyon Tesbiti

Arastirma kapsaminda yer alan bitki materyallerine ait 6rneklerden ayr1 ayri
(Dayanikli ve Hassas ¢esitler) RNA izolasyonlar1 yapilmistir. Bu kapsamda kontrol ve
uygulama lokasyonda alinan 6rneklerden yaklasik 1 g yaprak dokusu sivi azot iginde
ogiitiilerek RNA izolasyonu i¢in hazir hale getirilerek -84°C de izolasyon anina kadar
muhafaza edilmistir. Daha sonra ayni tiirlin tekerriirleri ve kontrol gruplari
belirlenmistir. Boylelikle 2 tekerriirlii, 2 uygulamali (kontrol ve inokulasyon) ve 2
cesit (Mizrak- 98 ve Bezostaja-l) iceren 8 drnege ait RNA izole edilerek mikroarray
analizine tabi tutulmustur. RNA izolasyonu EZ-RNA Total RNA izolasyon Kiti
(Biological Industries, Israil) kullamilarak, kit protokolii — dogrultusunda
gerceklestirilmistir. RNA izolasyonu asamasinda ortama RNaz bulagsmasini 6nlemek
icin denemede kullanilan biitlin plastik malzemeler ile gerekli tiim ¢ozeltiler, RNaz
aktivitesini engelleyen dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmistir. DEPC
muamelesine ilave olarak malzemeler, 121°C ve 0,1 MPa basingta 15 dk otoklav
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edildikten sonra 105 °C’de en az bir gece boyu bekletilmistir. Havan ve havan kollari
ise 300 °C’de gece boyu bekletilmistir. RNA izolasyonu i¢in RNaz ve DNaz ari filtreli
pipet uglart kullanilmistir. RNA izolasyonunda kullanilan pipetler ve RNA
izolasyonun yapildig1 tezgahin iizeri, RNaz bulagmasini engellemek i¢in %30’luk
H,0; ile temizlenmistir.

RNA izolasyonu igin EZ-RNA Total RNA Isolation Kiti (Biological
Industries) kullanilarak, iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Izolasyon asamalar1 asagida verilen protokole uygun olarak yapilmstir (Sekil 3. 11).

1. Daha o6nce havanda ogiitiilen ornekler 50 — 100 mg doku gelecek sekilde
eppendorf tiiplerine tartilarak alinmustir.

2. Denatiirasyon soliisyonundan eppendorf tiiplerine 0,5 mL birakilmistir.

3. 5dk oda sicakliginda bekletilmistir.

4. 0,5 mL ektraksiyon soliisyonu eklenerek hizli bir sekilde 15 sn elle
calkalanacaktir. 10 dk oda sicakliginda beklemeye birakilmistir.

5. 12000g’de 4 °C’de 15 dk santrifiij edilmistir.

6. En tstteki faz temiz bir eppendorf tiipe alinmistir.

7. RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 0,5 mL izoporopanol eklenerek 10 dk oda sicakliginda
bekletilmistir.

8. 12000g’de 4 °C’de 8 dk santrifiij edilmistir.

9. Siipernatant uzaklastirilir ve RNA peletine 1 mL %75 EtOH eklenerek vorteks
yardimiyla yikanmusti.

10. 7500g’de 4 °C’de 5 dK santrifiij edilmistir.

11. EtOH uzaklastirlir ve 5 dk hava kurutmasi yapilmistir.

12. RNA peleti 100 ul DEPC muameleli su ile ¢ozdiriImustiir.

13. Soliisyon 10 — 15 dk55 “C’de bekletilmistir. Aggorso O.D. degerinde RNA

ornekleri 1. 6 - 1. 9 arasinda bir degerlerine sahip olmasi1 gerekmektedir.
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Sekil 3. 11. EZ-RNA Total RNA Isolation Kiti ile RNA izolasyonu

Orneklerin toplam RNA konsantrasyonlar1 Thermo nanodrop 2000C
(ThermoFisher Scientific, Lenexa, KS, A.B.) spektrofotomere ile (Sekil 3.12)
Olctimleri yapilarak Azgonso O.D. degerindeki veriler alinmistir. Bunun i¢in 6nce RNA
izolasyonunda %75 Etanol i¢inine alinan ornekler 10.000 RPM’de 6 dk santrifiij
edilmistir. Alkolden uzaklastirildiktan ve iyice kurudugundan emin olduktan sonra 35
ul DNAZz/RNAz-free suda ¢oziilmiistiir. Ornekler nanodrop’ta dlgiilmiis ve agaroz
jelde ytirtitiilerek sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglara gére her bir deney grubundan
en uygun 8’er ornek segilmistir. Secilen RNA 6rnekler agroz jel goriintiisii alinmis ve
uygun olan RNA’lardan her bir diizenek i¢in 2’ser bitki grubunun 2 tekerriirlii kontrol

ve 2 tekerriirlii uygulama 6rnekleri olmak {izere secilmistir.
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Thermo

Sekil 3.12. Thermo nanodrop 2000C spektrofotometre

3.8. F. culmorum ve B. sorokiniana Uygulamasi icin miRNA Mikroarray

Calismasi

Mikroarray tasarimi yapmak i¢in kullanimda olan miRBase siirim 20.0
versiyonu (www.sanger.ac.uk/software/rfam/mirna/) ve PMRD (Plant miRNA
Database) veri tabaninda bulunan toplamda 11.861 adet bitki miRNA’lar1 alinarak
biiyiik 6lgekli miRNA ¢ip tasarimi gerceklestirilmistir. Cip tasarimi yapilirken olasi
array dezavantajlarindan 6rnegin ¢apraz hibridizasyon gibi durumlardan kaynaklanan
hatalar1 azaltmak igin her bir microRNA probundan 20 tane olacak sekilde ¢ip tizerine
yerlestirilmistir. Problar hazirlanirken bitki miRNA’lar1 genis alanda taranmuistir.
mIiRNA array ¢ip tretimi hizmet alimi olarak LC sciences, (LLC, Texas, US)
(http://www.lcsciences.com/mirna.html) sirketi tarafindan yapilmigtir. Bugday
cesitlerinin yapraklarindan alinan Orneklere ait RNA’lar izole edilip bu miRNA
mikroarrayleri i¢in hazirlanmistir. Biitiin bunlar g6zoniine alimidiginda bugday
¢imlenmesini takip eden siire igerisinde F. culmorum ve B. sorokiniana
inakulasyondan sonra yaprak 48. saat sonra ornekler alinmis ve RNA izolasyonlari
yapilarak mikroarray hibridizasyonlari i¢in hazirlanmigtir. Geng yapraklara ait olan
RNA ornekleri ile toplamda 11.861 miRNA probu igeren miRNA ¢iplerinde tarama
yapilmistir. Cipte miRNA ve bunlarin ¢esitli kontrol ve tekrarlariyla birlikte yer
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almaktadir. Calismada her bir uygulama i¢in 4 kiitliphane olusturulmustur fakat ¢ipe

yiiklenirken iki tekerriilii yiikletilmistir.

Grup No. Ornek Ismi Grup Ismi

F. culmorum uygulamasi

Grup no ornek ismi grup isim
1 Bezostaja-1 kontrol(B-K)  yaprak
2 Bezostaja-1 uygulama (B-U) yaprak
3 Mizrak kontrol(M-K) yaprak
4 Mizrak uygulama (M-U) yaprak

B. sorokiniana uygulamasi

Grup no ornek ismi grup isim
5 Bezostaja-1 kontrol(B-K)  yaprak
6 Bezostaja-1 uygulama (B-U) yaprak
7 Mizrak kontrol(M-K) yaprak
8 Mizrak uygulama (M-U) yaprak

miRNA cipleri ikiserli biyolojik tekrar olarak yapilip analiz edilmistir. Asagidaki Sekil
3.13 “deki plan ile miRNA ¢ipleri hazirlanip sonuglar analiz edilmistir.
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Sekil 3.13. F:culmorum ve B. sorokiniana uygulamasi ve ikiser tekrarli

miRNA-mikroarray. BK-Bezostaja-1 kontrol, BU-Bezostaja-1 uygulama, MK-
muzrak kontrol, MU-mizrak uygulama

Daha sonra bu kiitliphanedeki gruplandirmalar g6z Oniine alinarak
miRNA’larin ifade seviyeleri birbirlerine goreceli olarak 6l¢iilmiis ve olusan sinyaler
Quantile programi ile normalize edilmistir. Her bir mikroarrayde uygulamaya konulan
prob kadar kontrol probuda bulunmaktadir. Kontrol problari array iiretimi, drnek
isaretleme ve analiz sartlariin kalitesinin kontrolii amaciyla kullanilmistir. Her bir
kiitliphanede toplam RNA’dan 100 ng kullanilmistir. Her kiitliphane ig¢in 8x15K
mikroRNA ¢ip (Agilent) {izerinde etiketleme yapilmistir. Etiketleme siyanin-3 (Cy3)
ve 100 ng total RNA kullanilarak elde edilmistir. miRNA’y1 tamamen etiketleme ve
HYB Kit (Agilent) iireticinin talimatlar1 ile miRNA Microarray Sistemine gore diger
etiketleme adimlari izlenerek yapilmistir. Bu islemi takiben hibritlesme igin protokol,
ise Cy3 ile etiketli miRNA, {ireticinin talimatlarina (Agilent) gore 10X GE bloke edici
madde, 2X Hi-RPM hibridizasyon tamponu ve Hyb spikes ihtiva eden bir hibritleme
mix’i ilave edilmistir. Hibritlemeden sonra, yikama islemi hemen baslatilmistir.
Calismamizda kullanilan iki patojenlerin ait iki farkli array (Agilent) 37°C’de GE1
(Agilent) ve GE2 ‘de (yikama tamponu) 5 dk siire ile oda sicakliginda yikanmustir.
Hibritlestirilmis olan mikroarray goriintiileri Agilent Microarray Tarayici Sistemi

(Agilent Technologies) ile elde edilmistir. 8x15 K mikroarray Agilent Technologies
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ile taranmistir. Daha sonra veriler Agilent Technologies (Ekstraksiyon v9.5)
kullanarak TIFF goriintiileri ¢ikarilmis ve bu goriintii analizi ile yazilim tizerindeki
noktalar sinyal yogunluklarini 6l¢mek i¢in kullanilmistir. Diisiik yogunluktaki noktalar

ise ¢ikarilmistir.

Hibridizasyon sonrasi lazer tarayici ile toplanan goriintii mikroarray goriintli analiz
yazilimi (GeneSpringGX siirim 11.5.1) ile dijital ortama aktarilmistir. Diizensi veriler
arka plan cikarilmis ve sinyaller quantile ile normalize edilmistir. Iki renk kullanilarak
yapilan deneylerde, iki setin tesbit edilen sinyalleri (logaritmik olarak diizenlenir)
birbirine orantilanmis ve P-degeri hesaplanmistir. P degeri <0.05 veya p=0.05 olanlar
anlamli olarak kabul edilmistir. Onemli sinyal degeri olan miRNA’larin hedef
genlerini teshit etmek igin Biyoteknoloji BilgiUlusal Merkezi (NCBI) veritabani
dahilindeki Gen Ontoloji (Blast2GO) yani programi kullanilmistir. miRNA’larin hedef
dizilerinin elde edilmesi i¢in mikroarray ¢alismasinda ifade olan miRNA'larin dizi
listesi psRNAtarget (http://bioinfo3 dogru alam1 yapistirilan. noble.org /
psRNATarget/) ve psRNA target web sunucusunda miRNA'larin dizilerinin karsi
hedef siteleri 18.04.2010 yayimlanan Triticum aestivum, kiitiiphanesinde (versiyon 12)

secilmistir.

3.9.Tuz Uygulamasi icin miRNA Mikroarray Calismasi

Bugday da tuz stres mekanizmasinda rol oynayabilecek miRNA’larin
mikroarray tarama metodu ile saptanmasi ve arastirilmasi i¢in array caligmasi ve
dizaym1 F. culmorum ve B. sorokiniana uygulamasi i¢in miRNA mikroarray
calismasida anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. Bugday ¢imlenmesini takip eden siire
igerisinde tuz uygulamas1 sonucu belirli bir giin sonunda (5 giin) koklerden ornekler
almarak RNA izolasyonlar1 yapilarak mikroarray hibridizasyonlar i¢in hazirlanmis ve
miRNA ¢ipleri ikiserli biyolojik tekrarli olarak boliim 3. 8’de anlatildigi gibi analizi

yapilmistir. Tuz uygulamasinda 4 kiitiiphane olusturulmustur.
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Tuz uygulamasi
Grup no ornek ismi grup isim
1 Bezostaja-1 kontrol(B-K)  kok
2 Bezostaja-1 uygulama (B-U) kok
3 Seri-82 kontrol(S-K) kok
4 Seri-82 uygulama(S-U) kok

miRNA ¢ipleri ikiserli biyolojik tekrar olarak yapiliplarak asagidaki Sekil 3.14’deki

plan ile miRNA ¢ipleri hazirlanip sonuglar analiz edilmistir.

Sekil 3.14. Tuz uygulamsi ve ikiser tekrarli miRNA —mikroarry
BK-Bezostaa kontrol, BU-Bezostaja-1 uygulama, MK- Mizrak kontrol, MU-
Mizrak uygulama

3.9.1. miRNA Mikroarray Deney Prosediirii

mIiRNA Mikroarray deneyleri miRNA Mikroarray System with miRNA
Complete Labeling ve Hyb Kit (v2.4, September 2011) kitini kullanilarak {ireticinin
talimatlar1 dogrultusunda asagidaki sekilde yapilmistir.
1. Bitki RNA’lar1 ~50ng/ul olacak sekilde seyreltilmistir.
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2. Etiketleme (Labeling) Spike-in ve Melezleme (Hybridization) Spike-in
Hazirlama

3. 1.Seyreltme etiketleme tamponu (1st Dilution Labeling Spike-in Buffer): 5 tiip;
2u 1 Etiketleme Spike-in (I Labeling Spike-in) + 198 ul seyretme tamponu
(dilution buffer) hazirlandi. (4 tanesi -80°C’de saklanmustir)

4. 2.Seyreltme etiketleme tamponu (2nd Dilution Labeling Spike-in Buffer): 2 ul
1.Seyreltme Tamponu (1st Dilution Buffer)+ 198 ul su

5. 3. Seyreltme etiketleme tamponu (3rd Dilution Labeling Spike-in Buffer): 2 ul
2. Seyretme tamponu (2nd Dilution Buffer) + 198 ul su

6. 1.Seyreltme mezleme tamponu (1st Dilution Hybridization Spike-in Buffer): 5
tiip; 2ul Hybridization Spike-in + 198 ul seyretme tamponu (dilution buffer)
hazirlandi. (4 tanesi -80°C’de saklanmuistir)

7. 2.Seyreltme melezleme tamponu (2nd Dilution Hybridization Spike-in Buffer):
2 ul 1.seyretme tamponu (1st Dilution Buffer) + 198 pl su

8. 3. Seyreltme melezleme tamponu (3rd Dilution Hybridization Spike-in Buffer):
2 ul 2. seyretme tamponu (2nd Dilution Buffer)+ 198 ul su

9. Fosfataz Karisimi1 Hazirlama (CIP Master Mix)

Kullanmadan hemen once her bir array slaydi i¢in 9 6rnege gore hazirlanan
fosfataz karigimi igerigi. Bir slaytta 8 6rnek olmasina ragmen pipetaj ve tiipte kalma

durumunda hata payini1 azaltmak i¢in karisimlar 9 6rneklik hazirlanmistir.

1 ornek i¢in 9 Ornek igin

CIP master mix (ul) (ul)
10X Calf Intestinal Phosphatase Buffer 0.4 3.6
3rd Dilution Labeling Spike-in 1.1 9.9
Calf Intestinal Phosphatase 0.5 4.5
Toplam 2.0 18.0

1. PCR tiipii igine 2 pl (~100 ng) bitki RNA &rnekleri konulmus ve buz tizerinde
tutulmustur.
2. RNA’lar tizerine 2 pl Fosfataz karigimi eklenerek ve 37°C’de 30 dk

thermocycler’da bekletilmistir.
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3. Denatiirasyon: 30 dk dolunca her bir 6rnegin tistiine 2,8 ul DMSO eklenmistir.
Is1 blogunda 100°C’de 8 dk bekletilen Ornekler hizla sulandirilmis buza

gomiilmiistiir.

Ligasyon Karisimi hazirlama: Karigim hazirlanmadan 6nce T4 ligaz tamponu (ligase

buffer) 37°C’de bekletilerek vortexlenmistir. Daha sonra oda sicakliginda

birakilmistir.

Ligsyon Mix 1 6rnek igin (pl) 9 6rnek i¢in (pl)
10X T4 RNA Ligaz Buffer 1.0 9.0
Cyanine3-pCp 3.0 27.0

T4 RNA Ligaz 0.5 4.5

Toplam 4.5 40.5

1. Hazirlanan ligasyon karisimi 15 dk igerisinde, buzlu su igerisindeki her tiipe
4,5 pl eklenmistir. Hafifce santrifiijde dodiiriilen ornekler 16°C’de 2 saat
termocycler cihazinda bekletilerek gece -20°C’de birakilmustir.

2. Kurutma: Ertesi giin 6rnekler 1,5 ml tiipe alind1 ve vakumlu santrifiijde orta 1s1
derecesinde (45-55°C arasi) tamamen kuruyana kadar dondiirilmistiir.

3. Kurutulduktan sonra 17 ul saf su eklenmistir. Liyofilize halde gelen 10X GE

Blocking Agent lizerine 125 pl saf su eklenmistir.
Hibridizasyon karisimi Hazirlama: Sulandirilmis 6rnekler {izerine

1. 1 pl 3. seyretme melezleme (3rd dilution hybridization spike-in),

2. 4,5ul1 10 X GE blocking Agent,

3. 22,5 ul 2X Hi-RPM melezleme tamponu (hybridization buffer) eklenerek
100°C 1s1 blogunda 5 dk bekletilmistir. Ardindan hizla sulandirilmis buza
alinmustir.

4. 45 ul ornekler dikkatle Gasket Slide lizerine yiiklendi ve Aktif Slide’in Agilent
etiketi yazili taraf altta kalacak sekilde Gasket Slide iizerine konulmustur.

SureHyb ad1 verilen diizenek ile iki Slayt sabitlenmistir.

56



5. Gece 55 “C’ye ayarlanmig hibridizasyon firininda en az 20 saat dondiiriilmek
tizere birakilmistir. Yikama tamponu (Wash Buffer 1) ve Wash Buffer 2
igerisine TritonX-102 eklenerek iyice ¢alkalanmistir. Yikama tamponu (Wash
Buffer 2), bir gece 37 °C etiivde birakilmastr.

6. Ertesi giin; 3 tane yikama tanki saf su, asetonitril ve tekrar saf suyla yikanilarak
temizlenmistir. Tanklardan ilk ikisine Wash Buffer 1 ve {i¢iinciisiine Wash
Buffer 2 (37 °C) dolduruldu. Ikinci ve iigiincii tankin i¢ine manyetik balik
koyuldu ve fgiincii tank 1siticinin istiine konularak 1sitict 50 °C’ye
ayarlanmugtir.

7. Hibridizasyon firmindan c¢ikarillaran SureHyb diizenegi acilarak igindeki
yapigik slaytlar birinci tank iginde agilmis ve aktif slayt dikkatlice barkod
kismindan tutularak ikinci tank igindeki tutacaga alinmistir. 5 dk boyunca
manyetik balik dondiiriilerek beklenmistir. Siire sonunda aktif slayt tutacakla
birlikte dikkatli bir sekilde alinarak iig¢iincii tanka konmustur. Isitic1 ve balik
calisir konuma 5 dk beklenmis ve tutacak sapindan tutularak c¢ok yavas bir
sekilde, yaklasik 10 saniye siiresinde, tank icindeki sividan ¢ikarilmistir. Bu

yavas ¢ikarma sonucunda slayt kuru olarak alinmistir.

3.10. F. culmorum, B. sorokiniana ve Tuz Uygulamasi icin miRNA Saptama ve
gRT — PCR ile Degerlendirme

Biyotik ve abiyotik stres sonucu olusan miRNA’lar tesbit edilebilmesi igin ilk
olarak  sap-ilmik  ters  (reverse) transkriptaz  (transcriptase)  primerleri
(http://www.bioinformatics.nl/cgi bin/ primer3plus/ primer3 plus.cgi/) tasarlanmistir.
Ikinci olarak miRNA’ya 6zel ileri primerler ve sap-ilmik’a uygun universal (evrensel)
geri  primeri (5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’) tasarlanmistir. Tasarlanan bu
primerler qPCR ¢alismalarinda kullanilmigtir. F. culmorum, B. sorokiniana ve tuz
uygulamasi i¢in sap-ilmik RT primerleri, miRNA’ya 6zel primerler ve universal
primer dizileri Cizelge 3. 5, 3. 6 ve 3. 7 de sira ile verilmistir.

Bu amagla bugday cesitlerine ait bitkilerden tiim miRNA’lar i¢in izole edilen

yaprak, kok dokularmma ait RNA’lardan cDNA’lar (Sekil 15-a) elde edilmis ve
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ardindan miRNA ifade diizeylerini tesbit etmek i¢in Roche Light Cycler-480 II cihazi
(Sekil 15-b) kullanilarak, qRT-PCR protokolii uygulanmistir (Gutierrez ve ark., 2009;
Eldem ve ark., 2012). cDNA elde etmek i¢in Superscript III ters transkriptaz (reverse

transcriptase) enzimi (Invitrogen) kullanilmustir.

Sekil 3.14. a)RNA’lardan elde edilen cDNA’lar b) Roche LightCycler 480
Real-Time PCR cihazi

Toplamda her bir stres uygulamasi i¢in 7 adet PCR tiipti kullanilmistir.

(Fusarium yaprak dokusu igin)

B-K (1 numaral tiip)
B-U (2 numarali tiip)
M-K (3 numarali tiip)
M-U (4 numarali tiip)
NoRT (sap-ilmik primeri yok) (5 numarali tiip)
noRNA (RNA yok) (6 numaral1 tiip)
noSSIII (SSI enzimi yok) (7 numarali tiip)

Bunlardan son ii¢ tiip kontrol amagh kullanilmigtir. RNA miktarlarinin esit
olmasi i¢in, her bir dokuya ait total RNA’lardan 100 ng olacak sekilde, ayarlanarak
RNA kullanilmustir.

Her bir tiip i¢in agsagidaki tabloda igerigi verilen mix karisimi konulmustur.
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Icerik Hacim

dNTP (10mM) 0,5 ul
Il

RT primer (1pmol) (Cizelge 3.5 fusarium, 3.6 de bipolaris ve 3.7 tuz
uygulamast)

RNA degisken

Su (PCR Grade) degisken

Daha sonra Realtime PCR cihazinda tiipler 6nce 65°C’de 5 dk bekletilmis ve hemen

buza alinmustir.

Tiplere;
Icerik Hacim
First Strand Buffer (5X) 4 ul
DTT (0,1M) 1 ul
RNase out (40 u/ul) 0,1l
SuperScript III TM (200 u/pl) 0,25 ul

(5. tiipe RNA eklenmemis, 6. tiipe 0.25 pl SSIII yerine 0.25 pl su eklenmistir).

Eklenerek tiim tiipler tekrar PCR cihazina konulmus ve islem devam ettirilmistir.

cDNA sentez protokolii uygulanmistir.

Reaksiyon Kosullart;

Sicakhik  Siire Dongii Sayisi

1. 16°C 30 dk 1
2. 30°C 30 sn
42°C 30 sn 60
50°C 1sn
3. 10°C 24 sn 1

Reaksiyonlar tamamlaninca tiipler -20°C’ye kaldirilmis ve qRT-PCR protokoliine

gecilmistir.

gRT-PCR i¢in kullanilacak tiim maddeler 6nceden karistirilarak 50X’lik bir karisim
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hazirlanmistir.

Icerik Hacim
SYBR Master (2X) 10 pl
fleri primer (100pmol) 0,1 ul
Universal geri primer
(100pmol) 0.1 ul
Su (PCR Grade) 7,8 ul

Kontrol amagli 0Ornekler hari¢ diger tiiplerin herbirinin 1/2, 1/4,

1/8 RNA

seyreltmeleri yapilmistir. Kontrol (4-5-6. tiip) gruplarinda ise 1/10 sulandirma

yapilmistir. Her bir uygulama i¢in qRT-PCR plate iizerinde numuneler agsagidaki gibi

yerlestirilmistir.

gRT-PCR numunelerinin plate yerlestirme diizenegi

Kuyular 1/2 1/4 1/8
1. TUP-yaprak-( B-K) A: 000 000 000
2. TUP-yaprak- (B-U) B: 000 000 000
3. TUP-k6k-(M-K) C: 000 000 000
4. TUP-yaprak-(M-U) D: 000 000 000
5. TUP-No RT- E: 000  (1/10)
6.TUP-No RNA- F: 000  (1/10)
7.TUP-No SSllI- G: 000 (1/10)
Negatif Kontrol(NTC)- H: 000

Yukardaki plana gére hazirlanan seyreltme tiiplerinden 2’ser ul, master mix

karisgtmindan 18’er pl konulmustur. H kuyucuguna sample yerine su konulmustur.

‘Plate’ in tizeri kapatilarak LightCycler480 (Roche) cihazina yerlestirilerek reaksiyon

baslatilmistir.
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gRT-PCR Reaksiyon Kosullari;

Sicakhk Siire  Dongii Sayisi
1.95°C 5dk. 1
2.95°C 5sn

56°C 10sn 45

72 °C 1sn.
3.95°C 1sn.

40 °C 2 dk 1

95 °C devaml

Cizelge 3.5. F.culmorum uygulamasinda tesbit edilen sap-ilmik ve spesifik
miRNA primerleri

bdi-miR159
forward

Stem loop primer
ptc-miR169b-3p
forward

Stem loop primer
ptc-miR482c-5p

5'CTTGGATTGAAGGGAGCTCT-3!'
5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAAGAGCT-3'

5'GGCAGGTTGTTCTTGGCTAC-3'
5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAGTAGCC-3'

forward 5'TATGGGAGAGGCGGGAATGACT-3'

Stem loop primer 5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAAGTCAT-3'
0sa-miR1869

forward 5'TGAGAACAATAGGCATGGGAGGTA-3'

Stem loop primer 5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAATACCTC-3'
ppt-miR901

forward 5'GGTAAAGTGGCGGCTAGGTTA-3'

Stem loop primer

5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAATAACCT-3'
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Cizelge 3.6. B. sorokiniana uygulamasinda tesbit edilen sap-ilmik ve spesifik
miRNA primerleri

cre-miR1169-3P
forward
Stem loop primer

5TGTGGATGTTGCTTGCTGGAT-3'
5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAATCCAG-3'

osa_miR319a-3p.2-3p

forward

Stem loop primer
ssl-miR398
forward

Stem loop primer
zma-miR164g-3p
forward

Stem loop primer
Universal primer

5'TTGGACTGAAGGGTGCTCCC-3'
5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAGGGAGC-3'

5'TGTGTTCTCAGGTCACCCCTC
5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAGAGGGG-3'

5'CACGTGCTCCCCTTCTCCACC-3'
5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAGGTGGA-3'
5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

Cizelge 3.7. Tuz uygulamasinda tesbit edilen sap-ilmik ve spesifik miRNA
primerleri

ath_miR5655
forward

Stem loop primer
cca-miR6108f
forward

Stem loop primer
hci_mirl56a
forward

Stem loop primer

mdm-miR159c
forward
Stem loop primer

osa_miR169a
forward
Stem loop primer

osa_miR172b
forward

Stem loop primer
rgl-miR164
forward

Stem loob primer
bdi-miR319b

forward

Stem loop primer
zma-miR482-5p
forward

5'-AAGTAGACACATAAGAAGGAG-3'
5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTCCTT-3'

5'-TATGGTGAGAAGGGTAAGAAG-3'
5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTTCTT-3'

5'-TGACAGAAGAGAGTGAGTAC-3'
5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGTACTC-3'

5'-GAATTCCTTCTCCTCTCCTTT-3'
5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACAAAGGA-3'

5'-CAGCCAAGGATGACTTGCCGA-3'
5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTCGGCA-3'

5'-GGAATCTTGATGATGCTGCAT-3'
5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACATGCAG-3'

5'-TGGGGAAGAAGAGCACATGAA-3'
5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTTCATG-3'

5'-TTGGACTGAAGGGTGCTCCCT-3'
5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACAGGGAG-3'

5'-TGGGAGATGAAGGAGCCTT-3'
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3.11. miRNA’larin Hedefledigi Genlerin Saptanmasi ve qRT — PCR ile Hedef

Genlerin ifadelerinin Dogrulanmasi

Tesbit edilen olgun miRNA dizileri miRNA hedeflerini tahmin etmek igin
bugdaya ait ifade olan dizi veri taban1 (Expressed Sequence Tags (EST) database) ile
hizalama (alignment) yapilmistir. Sonuglanan uyusmalar (alignmentlar) Allen ve ark.
(2007) ve Schwab ve ark. (2005) tarafindan Onerilen kriterlere uymasi gerekmektedir.

Kullanilan kriterler kisaca su sekildedir:

1. sRNA ve hedef arasinda 4 hatali eslesmeden fazla olmamalidir (G-U bazlari
yaklasik 0,5 uyumsuzluk igerir),

2. miRNA/hedef dupleksindeki 2 yakin hatali eslesmeden daha fazla olmamalidir,

3. miRNA/hedef dupleksinin 2 — 12. pozisyonundaki yakin eslesmeler
olmamalidir,

4. miRNA/hedef dupleksinin 10 — 11. pozisyonlarinda hatali eslesmeler
olmamalidir,

5. miRNA/hedef dupleksinin 1 — 12. pozisyonlarinda 2.5 hatali eslesmeden daha

fazla olmamalidir,

miRNA/hedef dupleksinin Minimum Serbestlik Enerjisi (MFE =Minimum free
energy) tamamlayicisina baglanmis miRNA’nin MFE’sinin %75’ine esit veya bliyilik

olmasi1 gerekmektedir.

3.12. Bazi miRNA’larin Hedef Genlerinin qRT — PCR ile ifade Analizi

Kok bogazi ¢iiriikliigli ve tuzluluk stresinde ortaya ¢ikan miRNA’larla alakali
duyarli ve dayanikli ¢esitlerde varyasyon teskil eden miRNA hedef genlerinin ifade
diizeylerini belirlemek i¢cin qRT-PCR kullanilarak, miRNA-hedef gen ¢iftleri
belirlenmistir. miRNA’larin hedef transkriptleri Plant Small RNA Target Analysis
Server (psRNA Target, http:// plantgrn. Noble. org/ psRNATarget) ve (BlastN
algoritmas1 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn) kullanilarak
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tesbit edilmistir. Spesifik PCR primerleri Primer3 Plus yazilimi (http:// www.

bioinformatics. nl / cgi-bin / primer 3 plus / primer 3 plus. cgi/) kullanilarak tasarimi

yapilmustir.

Bugdayda 3 farkli stres faktorii ile 2 farkli dokusunda (yaprak, kok) 16 adet

miRNA’nin hedef genlerinin ifade diizeyleri Ol¢lilmiistiir. qRT-PCR analizleri igin

Cizelge 3. 8’de verilen hedefler ve primerleri kullanilmistir. Primerler yukarida ifade

edildigi gibi tasarlanmistir. qRT-PCR deneyleri li¢ tekrarli olarak yapilmistir.

Cizelge 3.8. qRT-PCR ile ifade diizeyleri belirlenmeye calisilan hedef

miRNA’larin primerleri

miRNA ad1 Ileri Primer Geri Primer(F) Gen Gl product
(5' >3 (5'>3) size (bp)
Tar_bdi-miR159-3p AACAGCGGTCTCTTGGAAGA GGATTGCCACTGAAAGGAGC  gil359950733 199
Tar_osa-miR1869 CGCAAGTGAGCTAGGTGAAC  GCGAGAAGAAGGGCATCATG  gil21852 193
Tar_ppt-miR901 TGGAACTGAGCACACTGACA  GCCATCACTGTAGTTGCCAA 0i132456059 184
Tar_ptc-miR169b-3p CGCAACAATTAGGACAAGGC CTCCCCTTGTCTTTGCTGC gil508732624 158
Tar_ptc-miR482c-5p CACTGTCCCCATCCTGAACT GTGTCTGTGCAGCTTGAGAA 0i:357154399 184
Tar_cre-miR1169-3p TGACTCGGGCCAATTACCTT TGGGTTGCCTTTTGTGATGG 0i[32662311 230
Tar_ssl-miR398 GGCACCCGAAGATGAAATCC TCCACCCTTGCCAAGATCAT gi|380875809 175
Tar_zma-miR164g-3p TCCACAACGTGTCCTGAAGA ATATCGCCTGTTGTTGTCGC 0i|357148196 168
Tar_osa-miR319a- TCTTCGACAGGAGCACACTT TCCTTGAAGTCCCAGAGCTG gi[357161557 211
3p.2-3p
ath_miR5655 GTGGAGGTTTAGAAGGCCCT CCTTCGAGTTGCCAGTTTCC 0i|68036923 147
cca-miR6108f CGTCCTCAACATCGTCAAGC CAAGCAGAATAACGCCCGTG  gil162319715 205
hci_mirl56a CAGCTCTTACCTGCCTTGC CAGCAGCACGATACAGCAAG gi|231274751 221
mdm-miR159c TGGCAGGAGAGTTAGCGATC AAGTAGGCAGGGACAGTGAC  gi|2827001 231
mtr-miR5227 CAGCCTACGAACAGCACAAG GGCTGTTGGGGTTGATTCTG 0i|18481621 193
0sa_miR169a CCCTGGCAAATCATCCTTGG CCATGCCACACAAACCTACC Qij45774394 196
0sa_miR172b CGACAGGGGATCGGGATTTA GGGTGAAGGAGTATGCTGGA 0i|68037672 216
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3.12.1. gqRT — PCR Verilerinin Degerlendirilmesi

miRNA hedef gen ekspresyon analizinde orneklerin esik (threshold) degerleri
calismada kullanilacak olan Roche LightCycler 480 RT- PCR cihazinin Software
yazilimi aracihifr ile analiz edilmistir (Unver ve ark., 2009). RT - PCR analiz
sonuclarina gore oOrneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel
programi yardimiyla hesaplanarak genlerin ekspresyon diizeyi, oransal hesaplama
Livak ve Schmittgen (2001) metoduna (2744") gore belirlenmistir. RT-PCR analizinde
hedef transkriplerin normalizasyonunda 18S rRNA (AF147501) kulanilmistir.
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4.  ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. F.culmorum ve B. sorokiniana Inokiilasyon Sonuglar:

Patojen ugulamasindan sonra géze ¢arpan en belirgin 6zellik uygulamaya maruz
kalan Bezostaja-1 ve Mizrak-98 bugday ¢esitlerinde yatma gozlenmesi olmustur (Sekil
4. 1). Uygulamadan sonra belirli araliklarla incelendiginde kok ve kok bogazi
hastaliginin en belirgin 6zelligi olarak bitkinin kok bogazi1 bolgesinde belirgin hastalik
semptomlar (Sekil 4. 2) olusmaya baslamasidir (Demirci ve ark., 2003).

Sekil 4. 1. Mizrak ve Bezostaja-1 ¢esitlerine fungus uygulama dncesi ve Mizrak
cesitinde fungus uygulamasinin 48. Saat sonrasi genel goriintisii.

Uygulamanin 48. saatinde ise bu g¢esitlerin kok bogazi bolgesinde saridan
kahverengine dogru renk degisiminin oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4. 2) Buda
patojenlerin sporlarinin bitkinin kok bogazi bolgesine basarili bir sekilde inokule
oldugunu gostermektedir. Patojen inokule edilmeyen kontrol gruplarinda kok ve kok

bogazi lezyonlarina rastlanmamakla beraber bitkinin yatmasi goriilmemistir.
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Patojen mokule edilmemis kontrol Patojen_ mokulasyonunun
gruplan 48.saati

Sekil 4. 2. Patojen uygulamasinin 48. saatinde kontrol ve F.culmorum

uygulama ornekleri

4.2. F.culmorum Uygulanan Bugday Cesitlerinin RNA Konsantrasyonlari

Bugday ¢esitlerine F. culmorum uygulamasi sonucu total RNA konsantrasyonlari

cizelge 4. 1 de, RNA’larm jel goriintiileride ise Sekil 4. 3’de verilmistir. Orneklerin

timiinde O.D. degerleri 1,8’dan fazla oldugundan F.culmorum uygulanan ve kontrol

orneklerinin RNA konsantrasyonu analiz igin yeterli bulunup analizler yapilmistir.

Cizelge 4.1. F. culmorum kontrol ve uygulama 6rneklerine ait RNA
konsantrasyon degerleri

o o e OD oD
Ornek adi Ornek no Niikleik asit kons. (ng/ul) 260/280  260/230
1. I. Bezostaja-1 1.1 1327,8 2,13 1,54
2. 11.Bezostaja-I 1.2 1812,8 2,09 2,05
3. I. Mizrak 3.1 5310,9 2,00 1,92
4.11. Mizrak 2.2 3458,1 2,10 2,12
Ornek ad1 Fusarium Uygulama

Ornek no Niikleik asit kons. (ng/ul)  260/280  260/230
Al Mizrak 7-b 3103,5 2,06 1,78
B.II. Mizrak 8-a 47412 2,06 1,82
C.l. Bezostaja-I 15-b 2401,7 2,10 1,98
D.l. Bezostaja-I 16-b 3724,2 2,03 1,78
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Sekil 4. 3. F. culmorum Stresi RNA’lar Agaroz Jel goriintiisii.1 ve 2 Bezostaja-
uygulama, 3 ve 4 Mizrak-88 uygulama, A ve B Bezostaja-I kontrol,C ve D Mizrak-88
kontrol gruparini géstermektedir.

RNA’lar % 1,5 agaroz jel lizerinde yiiriitiilmiis ve RNA bantlar iki parlak
bantlar olarak ortaya ¢iktmistir (28S ve 18S). RNA’dan uygun olanlar ¢izelge 4. 1°de
verilen numaraya gore alinirken sekil 4. 3°deki Bezostaja-1 uygulama igin 1 ve 2; RNA
ornekleri patojen uygulanmayan kontroller i¢in A ve B; Mizrak-98 ¢esidi igin 3 ve 4;

kontrolleri i¢in ise C ve D hatlarindaki RNA’lar analizler i¢in secilmistir.

4.3. B. sorokiniana Uygulanan Bugday Cesidinin RNA Konsantrasyonu

B.sorokiniana’ya dayanikli bugday ¢esidi olan Bezostaja-1 ve hassas bugday cesidi
olan Mizrak-98’¢ patojen Uygulamasi sonucu total RNA konsantrasyonlarina ait
Agsorso O.D. degerleri Cizelge 4. 2°de, RNA’larin agaroz jel goriintiileri ise Sekil 4.

4’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. B. sorakinana kontrol ve uygulama 6rneklerine ait RNA
konsantrasyon degerleri

.. .. .. Oo.D 0.D
Ornek Ad1 Ornek no Niikleik asit kons. (ng/pl) 260/280  260/230
5- I. Bezostaja-I al 2095,2 2,09 2,00
6- Il. Bezostaja-1 a2 1868,6 2,12 2,11
7-1. Mizrak cl 2347,8 2,08 1,87
8-11. Mizrak c3 24255 2,01 1,98

Bipolaris Uygulama
Niikleik asit kons.(ng/pl)

Ornek ad1 Ornek no 260/280 260/230
Al) -I. Mizrak 3-a 4183,6 2,06 1,90
B1) -11. Mizrak 4-b 2305,4 2,04 1,64
C1) - I. Bezostaja-1 11-b 4779,9 2,04 2,08
D1)-11.Bezostaja-1 12-b 4366,5 2,07 1,98

Sekil 4. 4. B. sorokiniana Stresi RNA’lar Agaroz Jel goriintiisii. 5 ve 6 Bezostaja-|
uygulama, 7 ve 8 Mizrak-88 uygulama, Al ve Bl Bezostaja-l1 kontrol, C1 ve D1
Mizrak-88 kontrol gruparini gostermektedir
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4.4. Tuz Uygulanan R ve S genotiplerinin RNA Konsantrasyonu ve Jel

Goriintiisi

Total RNA konsantrasyonlart Ageoso O.D. degerleri 1,8’dan fazla olan tuz
uygulanan ve kontrol Orenklerinin RNA konsantrasyonu analiz igin yeterli
bulunmustur degeri Cizelge 4. 3 verilirken RNA’larin jel goriintiileride (Sekil 4. 5)

alinmustir.

Cizelge 4. 3. Tuz stresi kontrol ve uygulama 6rneklerine ait RNA
konsantrasyon degerleri

. N o.D 0.D
Ornek Adi Ornek no Niikleik asit kons. (ng/nl) 260/280  260/230
1 - I. Bezostaja-| -A 655,8 2,07 1,38
2-11. Bezostaja-I -B 610,4 2,03 1,45
3- . Seri-82 VII-A 743,2 2,05 1,54
4-11. Seri-82 VII-B 865,1 2,01 1,66
Tuzluluk Uygulamalar
Ornek Adi Ornek no  Niikleik asit kons. (ng/pl) 260/280  260/230
a-1. Bezostaja-1 Il 1343,5 2,05 1,36
b-11. Bezostaja-I v 5148,7 2,04 1,82
c-1.Seri-82 VIl 1158,1 2,1 1,54
d-11. Seri-82 VIl 508,1 1,99 1,05

LT T LT T

Sekil 4. 5. Tuz Uygulamasindaki RNA’lar ve Agaroz Jel goriintiisii. a ve b seri-82
uygulama, ¢ ve d bezostaja-1 uygulama,1 ve 2 seri-82 kontrol, 3 ve 4 bezostaja-I kontrol
gruparini gostermektedir
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4.5. MikroRNA Mikroarray Analizi

4.5.1. Biyotik Stres Faktorlerinin Analizi

Calismada patojen olarak kullanilan F. culmorum ve B. sorokiniana
patojenlerinin uygulandigi bugday cesitlerinden elde edilen toplam RNA ile yapilan
mikroarray ¢alisma verileri Gene Spring analiz programi ile degerlendirilmistir. Elde
edilen sinyal siddetlerinin normalizasyonu ise quantile yontemine gore yapilmustir.
Sonuglara gore p<0,05 veya p=0,05 olan problar segilerek kat degisim (fold change)
degerleri 1,45’¢ esit ve lizerinde olanlar Cizelge 4. 4 de gosterilmistir. Bu sonuglara
gore segilen miRNA’larin qRT-PCR ile dogrulanmasi yapilarak hedef genleri tesbit
edilmistir. Yapilan calismada, R (dayanikli Bezostaja-1) ve S (hassas Mizrak-98)
bugday genotipleri iki mantar (F. culmorum ve B. sorokiniana) patojeni ilgili miRNA

ifade degerleri olugturulmus ve 9 miRNA 6rnekleri qRT-PCR ile hedeflenmistir

Cizelge 4. 4. Fungus uygulamasi sonucu elde edilen kat degisim (fold change)

degerleri.
Bezostaja-1 Kontrol  Bezostaja-I Mizrak
. Kontrol ve
F. culmorum ve Bezostaja-I Uygulama ve
Uygulama Mizrak Uygulama Mizrak
Uygulama
miRNA adi
ath-miR159b 1.004 -1.193 -1.497
ath-miR2933a -1.351 1.292 2.036
ath-miR395b -2.288 -1.064 -1.187
ath-miR447c-3p 60.832 1.054 1.025
ath-miR869.1 216.312 1.054 1.025
cre-miR1168.1 1.570 1.054 19.472
cre-miR1169-3p 3.138 26.821 -1.661
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Cizelge 4. 4. (devami1) Fungus uygulamasi sonucu elde edilen kat degisim

degerleri.
cre-miR916 -82.438 -2.816 -225.746
csi-miR535 -1.555 -1.071 -1.084
gma-miR156aa -1.217 -1.144 1.672
gma-miR169j-3p 41.442 1.054 1.025
gma-miR171k-5p -1.660 1.067 1.550
gma-miR2119 -3.193 1.086 -1.403
gma-miR390b-5p 1.221 -2.559 19.180
gma-miR4402 1.208 -3.421 28.225
gma-miR4409 66.503 1.054 1.025
gma-miR4997 -1.228 1.074 1.738
gma-miR5674a 28.232 1.054 1.025
gma-miR5783 -8.227 1.495 2.208
gma-miR6300 1.242 -1.471 -1.892
hbr-miR408a 1.133 1.390 2.242
hbr-miR6170 -1.137 -1.025 1.590
hvu-miR6180 -1.637 -1.037 1.096
mdm-miR169e 78.936 1.054 1.025
mdm-miR319c 3.289 1.054 83.488
mdm-miR3627a 1.633 -1.063 -1.065
mtr-miR2592s 251.898 1.054 1.025
mtr-miR2657a 117.410 1.054 1.025
mtr-miR2679a -1.076 -1.086 1.614
mtr-miR5208a 155.790 1.054 1.025
mtr-miR5263 -1.935 -1.013 -1.135
mtr-miR5560-3p -1.832 1.180 -1.157
mtr-miR5562-3p 1.231 -11.769 7.523
0sa-miR1423b -1.312 1.091 -2.497
0sa-miR1427 1.197 1.054 57.637
0sa-miR1439 4.310 -19.686 3.729
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Cizelge 4. 4. (devami) Fungus uygulamasi sonucu elde edilen kat degisim

degerleri.

0sa-miR159f 1.428 -1.285 -2.086
[semiRlSSy Ao e e
0sa-miR2093-5p  -1.515 1.033 -1.412
0sa-miR2867-3p  1.583 -19.212 1.061
0sa-miR2918 37.031 1.054 1.025
0sa-miR2928 35.773 1.054 1.025
osa-miR319a-3p -1.477 1.247 -1.097
0sa-miR390-5p  1.515 -20.796 1.049
osa-miR5338 158.650 1.054 1.025
0sa-miR5510 -1.773 -1.180 -1.670
0sa-miR5819 -1.560 -1.016 1.187
osa-miR5832 91.422 1.054 1.025
peu-miR2911 -19.918 1.658 1.007
ppt-miR1057 -1.518 -1.313 -1.024
ptc-miR396e-3p  -2.462 1.069 -1.472
ptc-miR474b -1.678 1.136 1.056
ptc-miR6436 -1.058 -109.016 -112.181
sbi-miR5565d 96.915 1.054 1.025
shbi-miR5565e 43.838 1.054 1.025
sbi-miR6228-5p  94.154 1.054 1.025
sbi-miR6229-5p  -1.086 1.163 -1.695
wi-miR3624-5p  98.313 1.054 1.025
wi-miR3626-3p -166.784 166.145 1.025
zma-miR169a-3p 137.703 1.054 1.025
zma-miR169r-3p 33.504 1.054 1.025
zma-miR396a-3p -1.965 1.042 -1.119
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Cizelge 4. 4. (devami) Fungus uygulamasi sonucu elde edilen kat degisim
degerleri.

B. sorokiniana

ath-miR771 1.697 -1.100 1.171
ath-miR869.1 129.708 -1.015 1.035
R 2 I O O
gma-miR4398 -1.452 -1.790 -1.003
gma-miR482e 2.023 -34.899 -41.842
mtr-miR2592s 151.139 -1.015 1.035
mtr-miR2634 119.451 -1.015 1.035
osa-miR1427 -8.970 -1.876 -32.383
0sa-miR1881 158.488 -2.563 40.264

0sa-miR528-5p  -2.175 1.517 -1.555
0sa-miR5525 -2.031 -1.058 -31.139
0sa-miR5800 -1.229 1.468 1.039
0sa-miR6253 1.744 -1.784 1.226
ppt-miR894 1.367 1.155 1.579
ptc-miR169b-3p  102.680 -1.015 1.035
ptc-miR477d-3p  1.577 -1.169 1.193
sbi-miR169r-5p  2.121 1.508 2.800

wi-miR3624-5p  58.699 -1.015 1.035

Bugdayda hem F. culmorum ve hem B. sorokiniana patojenlerine duyarl
miRNA'lar tesbit etmek igin iki ayr1 Agilent 8x15K miRNA-mikroarrayi i¢in, ilk
etapta F. culmorum patojenine duyarli Bezostaja-l1 (R) ve Mizrak-98 (S) bugday
genotiplerinin RNA o6rnekleri array tizerine hibridize edilmis ve ikinci etapta B.

sorokiniana patojenine duyarli R ve S bugday genotiplerin RNA numuneleri array



yerlestirilerek hibridize edilmistir. Bu patojenlere bagli olarak 87 miRNA tesbit
edilmistir (Cizelge4. 4).

Teshit edilen 87 miRNA’dan 66 miRNA F.culmorum patojeni uygulamasi
sonucu 21 miRNA ise B.sorokiniana patojeni uygulamasi sonucu belirlenmistir (Sekil
4. 7). miRNA'larin sekiz tanesi (cre-miR1169-3p, mtr-miR2592s-3p, osa-miR1427,
0sa-miR319a-3p.2-3p, ath-miR869.1, ptc-miR169b-3p, vvi-miR3624-5p, miR482e)
F.culmorum ve B.sorokiniana patojen uygulamasinda ortak olarak ifade edilmistir
(Sekil 4. 6).

F. culmorum B. sorokiniana

58 8 13

Sekil 4. 6. R ve S bugday genotiplerinde F. culmorum ile B. sorokiniana uygulamsi
sonucu olugan miRNA gruplar1

Calismanin ilk etabinda, F. culmorum duyarli miRNA’larin profili tesbit
edilmistir. Tesbit edilen 66 miRNA'lardan dokuz tanesi (miR156, miR159, miR1609,
miR171, miR319, miR390, miR396, miR408, miR535) korunmus miRNA
ailelerindendir (http: // pmted. agrinome. org/ index. jsp) (Cizelge 4. 5).

F. culmorum array ¢alismasinda vvi-miR3626-3p, ptc-miR474b, peu-miR2911,
gma-miR5783, ath-miR2933a, gma-miR171k-5p, gma-miR156a transkriplerin ifadesi
R genotipinde azalirken (down regiilation) S genotipinde ifade seviyesi artmistir (Up
regiilation). T. aestivum’da powdery mildew (kiilleme) enfeksiyonu uygulamasinda

miR156, miR171,miR164 ve miR396’nin ifadesinde azalma oldugu rapor edilmistir
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(Khraiwesh ve ark., 2012). Ayrica ilk deneyde R genotipinde (B-U ve B-K) 19
miRNA ve S genotipinde (M-U ve M-K) 14 miRNA da ifade artmasi gozlenmistir.
Calismamizin ikinci basamaginda  bugdayda B.sorokiniana’ya duyarh
miRNA'lar tesbit edilmistir. Tesbit edilen miRNA’lardan 4 tanesi (miR164, miR169,
miR319, miR398) korunmus miRNA ailesindendir (Koptekin ve ark.,2013).
B.sorokiniana uygulamasina bagli olarak tesbit edilen 21 miRNA dan 6 tanesi hem R
genotipinde (B-U ve B-K kiitiiphaneler) hemde S genotipinde (M-U ve M-K) ifade

seviyesinde artma gézlemlenmistir (Cizelge 4. 5).

gma-miR482e ait transkriptlerin M-U ve M-K kiitiiphanesinde ifadesi azalma
gosterirken, B-U ve B-K kiitiiphanesinde ifadesi asir1 miktarda artis gostermistir.
B.sorokiniana stresi sonucu 8 miRNA (ath-miR771, ath-miR869.1, mtr-miR2592s,
mtr-miR2634, 0sa-miR6253, ptc-miR169b-3p, ptc-miR477d-3p, vvi-miR3624-5P)

sadece B-U ve B-K kiitiiphanesinde ifade azalmas1 gozlemlenmistir.

Ayrica ath-miR771, cre-miR1169-3p, o0sa-miR1881, ppt-miR894, sbhi-
mMiR169r-5p mtr-miR2592s gibi miRNA’lar M-U ve B-U kiitiiphanelerinde ifade

azalmasi gosterirken M-C ve B-C kiitiiphanelerinde ifade artis1 olmustur.

Cizelge 4. 5.’de koyu gosterilen ve kat degisim (fold change) oranlar1 fazla
olan miR169b-3p, mMiR901, miR482c-5p, miR159, miR1869, miR319a-3p.2-3p,
miR398, miR164g-3p ve miR1169-3p miRNA’lar segilerek miRNA-microarray
verilerini dogrulama amaci ile ger¢cek zamanli PCR ile goreceli (relative) ifade

seviyesine bakilmistir.
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Sekil 4.7. Biyotik stres faktorleri ile yapilan miRNA-mikroarray 1s1 (heatmap)
grafigi.
F culmorum patojeni (solda), B. Sorokiniana patojeni (sagda). Kirmiz1 renk ile ifade
edilen miRNA’lar ifadesi yiiksek olan problar iken mavi renkteki miRNA’lar ise
ifadesi diisiik olan problardir.

Biyotik strese bagli olarak miRNA mikroarray 1s1 haritasinin (heat map)
grafiginde 11.861 miRNA'm normalize sinyal yogunluklari temsili gosterilmistir
(Sekil 4. 7). Ornegin F.culmorum uygulamasina bagli olarak Bezostaja-1 kontrol
uygulamasinda miRNA’lar genelde ifade seviyesinde artis (up regiile) olurken
ugulamaya bagli olarak mavi renk kiimesinin olusumu artis gostermektedir buda
miRNA’larin ifade seviyesinde azalma (down regiile) oldugunu gostermektedir. Yine
1s1 haritasi (heat map) grafiginde R ve S bugday genotiplerindeki miRNA’larin artisi
veya azalist hakkinda bilgi verirken sar1 renkler ise istatiksel olarak bir 6nemi yoktur
clinkii P<0,05 den biiyliik olmasindan kaynaklanmaktadir. Dogru analiz i¢in kat
degisim degeri 1,45 lizerinde ve tekrarli 61¢ii degeri olan p’nin 0,05 veya kiigiik olmasi

gerekmektedir.
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4.5.2. Abiyotik Stres Faktoriiniin Analizi

Abiyotik stres (Tuz) faktorii ile yapilan miRNA-mikroarray calismasinda
bugdaymn iki farkli genotipinin kok bolgelerinden elde edilen toplam RNA’lar ile
yapilmistir. Mikroarray’de profilleri degisiklik gosteren birgok miRNA (Cizelge 4. 6)
teshit edilmistir. iki farkli veri tabanindan (miRBase v20 ve PMRD) segilen 11.861
problar kullanilarak tuz direngli (R) Seri-82 ve hassas (S) Bezostaja-1 genotiplerinden

tuz stresine duyarli olan miRNA’lar tesbit edilmistir.

Cizelge 4. 5. Abiyotik stres faktorii kat degisim (fold change) degerleri.

Sistematik isimler Bezostaja-1 Bezostaja-1 Seri-82 kontrol ve
kontrol ve uygulama ve Seri-82 uygulama
Bezostaja-1 Seri-82
uygulama uygulama
ath-miR3440b-3p 1.336 1.157 1.509
ath-miR5021 -2.715 -1.032 -3.064
(BhmiRsessT T wRs ts )
bdi-miR319b 1.179 2.026 1.682
cca-miR396¢ -1.002 -2.957 16.219

cre-miR1168.2 1.104 -1.867 -1.777

hvu-miR5049a -263.550 -1.058 -2.187

mtr-miR395h 11.617 1.251 1.034




Cizelge 4. 5.(devami) Abiyotik stres faktorii kat degisim degerleri.

mtr-miR5227 -1.002 -53.626 -52.128
mtr-miR5266 1.061 4.847 6.030
nta-miR156f 1.065 1.307 1.500
osa-miR160f-3p -1.002 1.005 67.057
osa-miR164d 1.071 1.526 1.181
osa-miR169a 1.081 2.230 1.919
[emRiib, Tz el el

0sa-miR396a-3p 1.152 -1.933 1.074
osa-miR444b.2 -260.036 1.406 -1.684
0sa-miR5076 -1.378 -3.055 -1.200
0sa-miR5083 1.556 -1.109 1.491
0sa-miR529b -1.537 -14.110 -21.036
0sa-miR5800 -1.409 -1.053 -1.473
pab-miR3710 -1.490 22.916 -2.835
peu-miR2916 1.042 -1.794 -1.282
ppt-miR1074 -285.725 1.060 -2.185
ppt-miR903 21571 1.552 1.034
ptc-miR 156l -1.368 1.467 -1.092
ptc-miR164f -1.027 1.466 1.169
sbi-miR6222-3p 21.346 1.005 1.034
smo-miR156d -1.434 1.653 -1.004
tae-miR1134 -2.852 -1.047 -3.605
tae-miR395b 1.778 95.047 1.034
vi-miR156e -1.036 1.722 1.354
wi-miR167c 1.237 1.137 1.645
wi-miR172a 1.189 2.022 3.079
vvi-miR535a_v14.0 11.845 -19.274 -27.958
zma-miR156k-5p 1.023 1.657 1.468
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Cizelge 4. 5.(devami) Abiyotik stres faktorii kat degisim degerleri.

zma-miR164b-3p -1.559 1.586 1.117
zma-miR164c-3p -1.002 -21.197 -20.604
zma-miR169d -2.447 48.872 1.034

Kisaltilan bitki isimleri: ath: Arabidopsis thaliana, ahy: Arachis hypogeaa, aly: Arabidopsis lyrata
aqc: Aquilegia caerulea, bdi: Brachypodium distachyon, far: Festuca arundinacea osa: Oryza sativa,
ptc: Populus tricocarpa, bna: Brassica napus, cre: Chlamydomonas reinhardtii, gma: Glycine max,
crt: Citrus reticulata, ghr: Gossypium hirsutum hvu: Hordeum vulgare, mtr: Medicago truncatula,
smo: Selaginella moellendorffii, Sof: Saccharum officinarum, sly: Solanum lycopersicum, Sbi:
Sorghum bicolor, ppt: Physcomitrella patens, peu: Populus euphratica, rco: Ricinus communis, zma:
Zea mays, pta: Pinus taeda, Tae: Triticum aestivum, vvi: Vitis vinifera

Calismamizda bugday g¢esitlerinden Bezostaja-l ve Seri-82’ye tuz stresi
uygulamasina bagli olarak miRNA mikroarray calismasi sonucu fold change (kat
degisim) degerleri 1.45’¢ esit ve lizerinde sinyal veren problar kullanilarak 44 miRNA

tesbit edilmistir (Cizelge 4. 5).

R genotipindeki S-U ve S-C kiitiiphanesinde 21 miRNA ile S genotipindeki B-
U ve B-K kiitiiphanesinde 20 miRNA ifadesinde artis olmustur. Tesbit edilen
miRNA’lardan dokuz tanesi (pab-miR3710, peu-miR2916, ppt-miR1074, ptc-
miR156l, ptc-miR164f, smo-miR156d, wvvi-miR156e, zma-miR164b-3p, zma-
miR169d) hassas (S) B-K ve B-U kiitiiphanesinde ifadesinde azalma olurken dayanikli
(R) S-K ve S-U Kkiitiiphanesinde ifadesinde artis olmustur. miR482-5p ise hem R

genotipinde hem S genotipindeki kiitiiphanelerde ifade azalis1 gozlemlenmistir.

Dort kiitiiphanede tesbit edilen bu miRNA’lardan (koyu renkle belirtilenler)
bazilar1 (miR5655, miR6108f, miR159c, miR164, miR482 miR156a ve miR172b )
secilerek, MiIRNA-mikroarray verilerini dogrulama amaci ile gergek zamanli PCR ile

goreceli ifade seviyesine bakilmistir.
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Sekil 4. 8. Abiyotik stres faktorleri ile yapilan miRNA-mikroarray 1s1 (heat
map) grafigi.
(S-K: Seri-82 kontrol, S-U: Seri-82 uygulama, B-K: Bezostaja-l kontrol, B-U:

Bezostaja-1 uygulama)

miRNA-mikroarray 1s1 grafiginde (heat map) (Sekil 4. b) goriildigi gibi tuz
uygulamasina bagli olarak dayanikli (R) genotip olan Seri-82’de miRNA’larin genelde
ifade seviyesinde artig goriilirken hassas (S) genotip olan Bezostaja-1 da ise

uygulamaya bagli olarak miRNA’larin ifade seviyesinde azalma goriilmektedir.

4.6.Biyotik stres altindaki R ve S genotipinde tesbit edilen miRNA’larinin Hedef

Gen Analizi

Bugdaya ait R ve S genotiplerinde miRNA’lar, miRNA-mikroarray: ile tesbit
edilmistir. Tesbit edilen baz1 miRNA’lar ve yeni miRNA’larin biyoinformatik olarak
hedefledikleri genler / proteinlerin aksesyon numaralari ve adlar1 EK 1 ve EK.2.’de
verilmistir. Hedef gen bulunurken psRNATarget (http: // bioinfo 3. noble. Org /
psRNATarget/) adli veritabani kullanilmistir. Bugday EST’si taranarak bu verilere
ulagilmigtir. Ayrica tesbit edilen miRNA’larin gen ontolojisi(EK 1) ve genel islevleri

(general process) EK. 4.’de verilmistir.
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F. culmorum uygulamasi: sonucu R ve S genotiplerinde, 60 miRNA tarafindan
546 hedef gen tesbit edilmistir. Bu hedef genlerin fonksiyonel profilini tesbit etmek
icin Blast2GO yazilimi kullanilarak Gen Ontoloji (GO) analizi yapilmistir. S ve R
genotiplerinde 546 duyarli genin yanit verme mekanizmasinda islevlerinin oldugu
tesbit edilmistir. Bunlar, hiicresel islev, protein metabolizmasi, tasima, karbonhidrat
metabolizmasi biyolojik kalite diizenlenmesi, gen ifadesi, gelisim islevi, sinyal iletimi,
RNA metabolik islev, tireme islevi ve diger kategorilerde farkli olarak (Sekil 4. 9)

diizenlendigi tesbit edilmistir.

F culmorum stresi
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Sekil 4. 9. F. culmorum uygulamasinda tesbit edilen miRNA’larin biyolojik
fonksiyonlari

B. sorokiniana uygulamasi sonucu R ve S genotiplerinde, 155 hedef gen
toplamda 17 miRNA tarafindan diizenlenmistir. ssl-miR398 molekiiliiniin bu siirecte

101 transkript hedefledigi goriilmiistiir.

Hedef geni tesbit edilen 17 miRNA’dan ath-miR869.1 harig diger onaltis1 en az
bir transkript hedef almistir. Hedef genlerin ¢esitli fonksiyonlari bulunmus ve bunlar

metabolik islevler, uyarilara yanit, protein metabolizmasi, tasima, karbonhidrat
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metabolizmasi, peroksidaz reksiyonlari, gen ifadesi, gelisim iglevi, sinyal iletimi, RNA
metabolik islev, lireme islevi ve oksidasyon islemi gibi kategorilerin bulunma oranlari
Sekil 4. 10 da verilmistir. Ayrica B.sorokiniana uygulamas: sonucu tesbit edilen
miRNA’larin gen ontolojisi (gene ontology) (EK. 2.) ve genel islevleri (general

process) EK .4.’de verilmistir.

B. sorokiniana stresi
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Sekil 4. 10. B. sorokinian uygulmasinda tesbit edilen miRNA’larin biyolojik
fonksiyonlari

4.7. Abiyotik stres altindaki R ve S genotipinde tesbit edilen miRNA’larimin
Hedef Gen Analizi

Tuz uygulamasina bagl olarak tesbit edilen miRNA’larin miRU ‘ya yiiklenen
sekanslari nerede ise mikemmele yakin bir sekilde hedef miRNA’lara
baglanmiglardir. Bu miRNA'larin olgun dizileri http: // plantgrn. noble. Org /
psRNATarget/ web sunucusuna yiiklenerek ve 565 potansiyel genleri hedefledigi
goriilmiistiir. Bu genlerin agiklama Blast2GO paketi ile yapilmistir. Sonug olarak

bugdayin R ve S genotiplerine tuz uygulanmsi sonucu, 44 miRNA tarafindan 565
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hedef gen tesbit edilmistir. Hedef genlerin metabolik siireci 10 farkli ana baslikta
toplanmistir. Metabolik islev, uyaranlara yanit, hiicresel islev, gen ifadesi, gelisim
islevi, protein metabolizmasi, sinyal iletimi, tasima, ireme islevi ve digerleri
kategorilerin bulunma oranlari % olarak Sekil 4.12’de verilmistir. Ayrica Tuz
uygulamsi1 sonucu tesbit edilen miRNA’larin gen ontolojisi (gene ontology) EK. 3. ve

genel iglevleri (general process) EK. 4.’de verilmistir.
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Sekil 4. 11. Tuz uygulamasinda tesbit edilen miRNA’larin biyolojik
fonksiyonlari

4.8. Biyotik stres uygulamasi ile tesbit edilen bazi miRNA’larin qRT-PCR ve

mikroarray ekspresyon analizleri

Calismada miRNA qRT-PCR ifade analizlerinde RNA’lar1 seyreltme faktorii
1/2, 1/4 ve 1/8 olarak belirlenmistir. Mikro-array ifade analizine bagli olarak uygun
seyreltme faktorii kullanilmistir. Uygulama sonucu tesbit edilen bazi miRNA’larin
ifadeleri qRT-PCR anlizi ile dogrulanmasi yapilarak, miRNA’larin array ve qRT-PCR
sonuglart verilmistir. JRT-PCR ifade seviyeleri ¢ok diisiik olmasi1 sebebi ile ifade

seviyeleri 10% ile carpilarak karsilastirilabilir duruma getirilmistir.
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3,0E-06
ppt-miR901-Array ifadesi ppt-miR901 gRT-PCR Hadesi

12 2,5E-06

10 2,0E-06
8
1,56-06
6
1,06-06
4
3 . 5,06-07
0 — 0,0E+00 - T . T T

|B-K] |B-U] [M-K] [M-U] B-K_1/2 B-U_1/2 M-K_1/2 M-U_1/2

Sekil 4.12. ppt-miR901 nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;
Mizrak uygulama)

ppt-miR901; Array ifade grafigine gore F. culmorum uygulamasina bagl olarak B-U
ile B-C ve M-K ile M-C Kkiitiiphanelerinde ifade seviyeleri dismiistiir (Sekil 4.12).
Uygulamaya bagli olarak her iki R ve S genotiplerinde qRT-PCR ve mikroarray
sonuglarinda ifade seviyeleri diisiis gostermistir. Sonug olarak ppt-miR901 array ve
gRT-PCR Kkarsilagtirildiginda ekspresyon seviyeleri uyum igindedir. Patojen
uygulamasinda ppt-miR901 ifade azalmasi dayniklililk yolunda goérev alan
miRNA’laradan biri oldugu 6ngoriilebilir.

i _ ; ; 2,50E-06 - - -
bdi-miR159-Array ifadesi bti-miR159 4RT-PCR ifadesi
300
2,00E-06 -
250
200 1,50E-06
150 1,00E-06 -
- I
o .:
50
0 0,00F+00 - . - . .
[B-K] [B-U] [M1-1] [m-u] B-K_1,/8 B-U_1/8 M-K_1/8 M-U_1/8

Sekil 4.13. bdi-miR159’un mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K;Mizrak kontrol. M-U; Mizrak
uygulama)

bdi-miR159; Array ifade degerine gore R genotipinde F. culmorum uygulamasina
bagl olarak ifade azalirken S genotipinde ifade artist goriimektedir. qRT-PCR
sonuglarina bakildiginda R ve S genotiplerinde de ifade azalis1 gézlemlenmistir (Sekil
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4. 13). Array ve qRT-PCR ifadesinde S genotipi acgisindak farklilik goriilmektedir. Bu

gRT-PCR ekspresyonda farkli sinyallerin okunmasindan kaynaklanabilir (Eldem ve

ark.,2013).
§ i Fadesi 1.40E-07
osa-miR1869-Amay ifadesi o0sa-miR1869 qRT-PCR ifadesi
7 1,20E-07
6 1.00E-07
5 8.00E-08 -
4 £ NNE _NQ
3 Seri "Fb osa-miR1869" Nokta "[M-U]"
2 Deger: 6,439407724
i 2,00E-08 -
0 _— —_ — 0.00E+00 - . . ;
BXK] B-U] MXK] M-U] BK 1/4 BU 14 MKI1/M4 MU14

Sekil 4. 14. 0sa-miR1869°nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)

0sa-miR1869; Mikroarrayde yogun olarak goriilmiistiir. Array ifade degerine

gore R genotipi F. culmorum uygulamasina bagli ifade seviyesi azalirken S

genotipinde patojen uygulamasi sonucu array ifade seviyesinde artis gOstermistir

(Sekil 4. 14). qRT-PCR ekspresyon ifadesinde ise yine R genotipinde uygulamaya

bagl ifade azalirken S genotipinde da mikroarray ekpresyonun aksine qRT-PCR

ekspresyon ifadesinde artis tesbit edilmistir. Bu farklilik ise ¢apraz hibridizasyona

ugrayan problardan kaynaklaniyor olabilir (Xin ve ark., 2012).

25

20

15

10

pte-miR 169b-3p- Array ifadesi

[B-U]

[BK] MK]

2.00E-07

1.50E-07

1,0OE-07

5.00E-08 -

0.00E+00 ~

MUl

pte-miR169b-3p q_RTPCIsn t

BK 1/8§ BUI/f MKUS MUS

Sekil 4. 15. ptc-miR169b-3p’nin mikroarry ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)
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ptc-miR169b-3p; F. culmorum R ve S genotiplerine uygulamasina bagl olarak hem
array ekpresyonunda hem de gRT-PCR ekspresyon ifadesi azalmigtir. miR169b-3p
array ve gRT-PCR ekpresyonunda uygun bir korelasyon goériilmektedir. ifade azalisi R
genotipte daha fazladir (Sekil 4.15). soya fasiilyesi (Glycine max Merr.) koklerine
Bradyrhizobium japonicum enfeksiyonu sonucu miR169’un koklerde ifadesinde

azalma oldugu rapor edilmistir (Khraiwesh ve ark., 2012).

tc-miR482c-5p- Array ifadesi 2.50E-08 _ R
P s - ptc-miR482¢c-5p gRT-PCR ifadesi
25
2 00E-08
2
1.50E-08
15
1,O0E-08
1
05 5.00E-09 -
o — — — 0,00E+00 - ; ; ;
[B-K] [B-U] [M-K] [M-U] B-K 1/8 B-U1/8 MEKI1/8 MUIR

Sekil 4. 16. ptc-miR482c-5p’nin mikroarry ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;
Mizrak uygulama)

ptc-miR482c-5p; F. culmorum uygulamasina bagli olarak mikroarrayde “kat
degisim” degeri ¢esitler arasinda farkli seviyede ifade olan bu miRNA’nin array
ekspresyon grafigine goére B-K ve B-U Kkiitiiphanesinde ifadesi azalmig M-K ve M-U
kiitiphanesinde ifadesi artmistir (Sekil 4.16). Gupta ve ark. (2010) yaptiklar
derlemelerinde miR482 Pseudomonas syringe (DC3000)’le enfekte edilen domateste
baskilandigin1 tesbit etmislerdir. Uygulamaya bagli olarak qRT-PCR ekspresyon

ifadesi array ekspresyonu arasinda uygun korelasyon gostermektedir.

e 5.40E-06 P
osa-miR319a-3p.2-3p-Array ifadesi o0sa-miR319a-3p.2-3p qRT-PCR ifadesi
3,5 5,20E-06
3 5,00E-06
23 4,30E-06 -
2
4 60E-06
15
1 4 40E-06
05 420E-06 -
0 - — 4,00E-06 . . .
[B-K] [B-U] MK M- BK 18 BULUS MKLS MULS

Sekil 4. 17. cre-miR319a-3p.2-3p’nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;
Mizrak uygulama)
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cre-miR319a-3p.2-3p; B. sorokiniana uygulamasina bagli olarak array ve qRT-PCR

ekspresyon sonuclar1 uygun bir korelasyon gostermektedir. Uygulamaya bagli olarak

cre-miR319a-3p.2-3p’nin hem R genotipinde hem S genotipinde array ve gRT-PCR

ekspresyon ifadelerinde artis gozlenmistir (Sekil 4. 17) miR319, Arabidopsis de

miRJAW bitkiye spesifik transkripsiyon faktorleri olup tcp genleri ile yaprak

gelisimini diizenler (Palatnik ve ark., 2003; Schommer ve ark., 2008).

16
14
12

[=TR S T S = = ]

ssl-miR 398-Array ifadesi

1,40E-05

ssl-miR398 qRT-PCR ifadesi

1,20E-05
1,00E-05
8,00E-06
&,00E-06
4,00E-06

2,00E-05

0,00E+00 -

11

E

B-K_1/2  B-U_L/2  M-K_1/2

M-U_1/2

Sekil 4.18. ssI-miR398’in mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)

ssl-miR398; B. sorokiniana uygulamasma bagl olarak array ve qRT-PCR ifadeleri

arasinda uygun bir korelasyon goriilmektedir. Uygulamaya bagli olarak her iki

kiitiphande de mikroarray ve qRT-PCR ekspresyon seviyeleri artis gostermektedir

(Sekil 4. 18) Molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit siiperoksit bitkilerde siiperoksit
dismutas (SOD) tarafindan donistiiriiliir. Arabidopsis’de Cu-Zn SOD’lari, CSDI,
CSD2 ve CSD3 tarafindan kodlanir. Calismalarda miR398 oksidatif stres altinda ifade

azalisinin oldugu kesfedilmistir (Khraiwesh ve ark., 2012).
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zma-miR164g-3p- Array ifadesi 6.00E-05
zma-miR164g-3p qRT-PCR ifadesi
§ 5.00E-05
7
6 4.00E-05
5
3.00E-05
4
3 2.00E-03
2 1.00E-05
1
0 _— —_— 0.00E+00 : —  —
[BK] [B-U] [M-K] M-U] BK 12 BUI12 MKI12 MUI12

Sekil 4. 19. zma-miR164g-3p’nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigikleri
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;
Mizrak uygulama)

zma-miR164g-3p; B. sorokiniana uygumasina bagli olarak R ve S genotiplerinde
array ifadesinde ekspresyon artig tesbit edilmistir. qRT-PCR ise ugulamaya bagl
olarak S genotipinde ekspresyon artis olurken R genotipinde ekspresyon seviyesinde
artiy daha az gorilmektedir (Sekil 4. 19). Gen ekspresyonunda islevi olan miR164
bugdayda powdery mildew (kiilleme) infeksiyonu sonucu ifade oldugu oldugu rapor
edilmistir (Xin ve ark., 2010). Zma-miR164g-3p biyotik stres yanit mekanizmasinda

gorev alan miRNA’lardan biri oldugu ngoriilmiistiir.

5.00E-07
4.50E-07
4.00E-07

25 3,50E-07
3,00E-07 ~
20
2.50E-07
15 2 00E-07 ~
1.50E-07
10
1.00E-07
5 5, 00E-08
. 0,00E+00 - T T T

BK I/§ B-U LS MK IS MU 18

cre-miR1169-3p-Array ifadesi cre-miR1169-3p qRT-PCR ifadest

30

[B-K] [B-U] [M-K] [M-u]

Sekil 4. 20. cre-miR1169-3p’nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;
Mizrak uygulama)

Cre-miR1169-3p; B. sorokiniana uygulamasina bagl olarak array ve qRT-PCR
ekpresyonuna gore R genotipini igeren B-K ve B-U kiitliphanesi ile S genotipini igeren
M-K ve M-U Kkiitiiphanesinnde ifade seviyeleri diismiistiir (Sekil 4. 20). Analizlerde
array ve qRT-PCR ekspresyon songularinada ifade uyumlulugu goriilmektedir.
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4.9.  Abiyotik stres uygulamasinda tesbit edilen baz1 miRNA’larin qRT-PCR ve

mikroarray ekpresyon analizleri

Bolim 3.3.°deki biyotik stres uygulama analizinde ifade edildigi gibi uygun
sulandirma faktorii segilerek miRNA’larin array ve qRT-PCR sonuglarindaki ifade
(ekpresyon) seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Tuz uygulamasinda S-K ve S-U kiitiiphanesi R
genotipinde, B-K ve B-U kiitiiphanesi ise S genotipindedir.

ath-miR 5655~ Array ifadesi 6,00E-07
ath-miR 3655 gRT-PCR ifadesi

2.5 5, 00E-07
2 4 00E-07
L3 3.00E-07
1 2, 00E-07
0.5 1.00E-07

0 — — 0.00E+00 T T T

[B-K] [B-U] [S-K] [s-U] B-K 12 B-U 12 SK 172 SU.12

Sekil 4. 21. ath-miR5655’in mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82
uygulama)

ath-miR5655 mikroarray ve qRT-PCR ifade seviyelerinde tuz uygulamsina
bagl olarak ifade artis1 gbzlemlenmistir. mikroarray ve qRT-PCR ekspresyonlarinin
ifadeleri birbirini desteklemektedir (Sekil 4. 22). Uygulamaya bagli olarak ath-
miR5655 her iki kiitiphanede array ve qRT-PCR analizlerine gore ifade artisi
olmustur (Sekil 4.21).

L 2.50E-08
dm-miR159¢-Array ifad o

oe o 3y nadest mdm-miR159%¢- gRT-PCR ifadesi
2.00E-08

05

04 1.50E-08 -

03 1.00E-08 -

0,2
5.00E-09 -

N B N

0 0.00E+00 - : : :
[8-k] [8-U] [5-K] [s-U] BK 18 BU1S SK18 SULS

Sekil 4. 22. mdm-miR 159¢’nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82
uygulama)
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mdm-miR159c; Array ekspresyonunda tuz uygulamasma bagli olarak S
genotipinde ifade seviyesi azalirken R genotipinde de ifade seviyesi artis gostermistir.
gRT-PCR ekspresyon ise her iki genotip (S ve R ) i¢in bu ifadeyi dogrular niteliktedir
(Sekil4. 22)

hei-miR156a -Array ifadesi 1.90E-08 heimiR156a qRT-PCR ifadesi

350,000 1.85E-08
1.80E-08 -
300,000 1,75E-08 -
250,000 1,70E-08 -
200,000 1.65E-08 -
150,000 1.60E-08 -
1,55E-08 -
100.000 1,50E-08 -
50.000 1,45E-08 -
0,000 1,40E-08 -

[B-K] [B-U] [S-K] [s-U] BK 14 BU1M4 SK14 SU14

Sekil 4. 23. hci-miR156a’nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82
uygulama)

hci-miR156a; Tuz stres uygulasina bagli olarak array ve qRT-PCR ifade
seviyelerinde azalma goriilmektedir. hci-miR156a’nin array ve qRT-PCR ifadeleri
uyum igerisinde olup uygulamaya bagli olarak B-U ve B-K ile S-U ve S-K
kiitiiphanelerinde hci-miR156a’nin ifade azalisi olmustur (Sekil 4. 23). Misir koklerine
tuz uygulanmasi sonucu koklerde miR156’nin ifade azalisi oldugu rapor edilmistir

(Khraiwesh ve ark., 2012)

cca-miR6108f- Array ifadesi. 2,00E-08 cca-miR6108f QRT-PCR ifadesi

1,80E-08

7.000 1,60E-08

6,000 1,40E-08 -

5.000 1,206-08 -

4000 1,00E-08 -

3:000 8,00E-09 -
6,00E-09 -

2,000 4,00E-09

1,000 2,D0E-09

0,000 — — — 0,00E+00 - T T .

[BK] [B-U] [5-K] [5-U] B-K_1/4 B-U_1/4 SK_1/4 s-U_i/4

Sekil 4. 24. cca-miR6108f ‘in mikroarray ve QRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82
uygulama)

cca-miR6108f; Tuz stresi uygulamasina bagli olarak array ifadesinde S
genotipinde ve R genotipinde ifade artis1 olmustur. Fakat qRT-PCR ekspresyonu S
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genotipinin ifade azalis1 olurken R genotipinde ifade artis1 olmustur S-K ve S-U
kiitiphanesinde array ile qRT-PCR ekspresyonlart uyusmaktadir (Sekil 4. 24)

6 —— 5.00E-09
rel-miR164-Array ifadesi 4.50E-09 -
4 00E-09
3.50E-09 -
3.00E-09 -
3 2,50E-09
2,00E-09 -
1.50E-09 -
1,00E-09 -
5.00E-10 -

0 — W —— ; | 0.00E+00 -

(8] [8-u] [5K] [5-U] BK 18 BUIIS SK18 SULS

ekil 4. 25. rgl-miR164°nin mikroarray ve gRT-PCR ifade grafigi
g yVveq grafig
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82
uygulama)

rgl-miR164; Tuz stresi sonucu hem B-K ve B-U hemde S-K ve S-U
kiitiiphanesinde ifade artist olmustur. B-K ve B-U ile S-K ve S-U kiitiiphanelerinin
array ve gRT-PCR ekpresyon ifadeleri uygun korelasyon gostermektedir (Sekil 4.25).

T ossmiR172b-Array fades +00E-06 osa-miR172b RT-PCR fadesi
6 3.50E-06
i 3.00E-06
. 2,50E-06 -
2.00E-06 -
1 1.50E-06 -
2 1.00E-06 -
1 . 5.00E-07 -
o : : : . | 0.00E+00 - : : :
[B-K] [B-U] [5-K] [s-U] B-K 172 B-U_1/2 SK 12 S-U_12

Sekil 4. 26. 0sa-miR 172b’nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82
uygulama)

0sa-miR172b; Tuz ugulamasina bagli olarak B-K ve B-U ile S-K ve S-U
kiitiiphanelerinde array ve qRT-PCR sonuglar1 birbiri ile uyumluluk gostermektedir
(Sekil4. 26). R ve S genotiplerinde uygulamaya bagli olarak osa-miR172b ifade
seviyesi azalmaktadir. miR172 bugdayda belirli bir islevi gormekte ve siikkin-CoA
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ligaz ile bir hedef etkilesim vardir. Bitkiler aleminde, miR172 EAT (TEP)
transkripsiyon faktorlerini hedeflemektedir (Yin ve shen, 2010).

] 3.00E-07
zma-rm'.'l?482-3_p zma-miR482-5p qRT-PCR ifadesi

200 -Array ifadesi 2.50E-07

2000 2.00E-07 +

1500 1,50E-07

1.000 1.O0E-07 -

0,500 5.00E-08 -

0,000 f— f— f— 0,00E+00 - T T T

[B-K] [B-U] [8-K] [8-U] BK 1/8 B-U 18 S-K_ 18 S-U_18

Sekil 4. 27. zma-miR482’nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafigi
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82
uygulama)

zma-miR482; Tuz uygulamasina bagli olarak array ve qRT-PCR ifadeleri uyumluluk
icinde olup ifade seviyeleri artis gosermektedir (Sekil4. 27). B-K ve B-U ile S-K ve S-
U kitiiphanelerinde up regiile olmustur. Bugdaya F. culmorum uygulamasi sonucu
miR482 ailesinin iiyesi ifade olmustur. F. culmoruma R genotipli bugday ile tuza R
genotipli bugdayda miR482 ailesinin ifade artis1 olmustur.Yine yapilan ¢aligmada P.
trichocarpa’nin tuz stresine maruz birakilmasi sonucu koklerde miR482’nin ifade

artiginin oldugu goérilmiistiir (Khraiwesh ve ark., 2012).

4.10. F.culmorum uygulamasimdaki miRNA ve Hedef gen analiz sonuclari

Bugdaya F. culmorum uygulamasina bagli olarak arrayde onemli derecede
ifade edilen miR159, miR901, miR1869, miR169b-3p ve mMiR482c-3p korunmus
miRNA’larina 6zgun ileri (Forwed)-RT ve bu miRNA’larin hedef genlerine 6zgiin
ileri (Forwed)- geri (Reverse) primerleri tasarlanarak qRT-PCR ile ifade duzeyleri
olgtilmistiir. mMiIRNA ve hedef gen arasindaki oranti deneysel olarak gosterilmistir.
Hedef genlerin gRT-PCR analizlerinde, 18S rRNA geni referans alinarak bugday
cDNA’lar1 esit yogunlukta reaksiyona baslatilmistir. Hedef gen analizi yapilan
miRNA’larin transkripsiyon faktoriinii belirlemek i¢in bugday EST’lerinde blast
yapilarak karigilik gelen tahmini transkripsiyon faktorii verilmistir. Hedef gen

analizlerinde orantisal artis olmustur.
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4.10.1. miR159 ve tar159

bdi-miR159’un Squamosa promotor baglayict protein (SPL) genlerini
hedefledigi belirlenmistir (Yanik ve ark., 2013) Ayrica bdi-miR159 ve hedefledigi gen
ile ilgili gqRT-PCR sonucu Sekil 5.12’de verilmis olup bdi-miR159 ile hedef gen
arasinda uyumluluk vardir. R ve S genotiplerin her ikisinde de bdi-miR159 azalirken

hedef gen artis gostermistir. M-K ve M-U Kkiitiiphansindeki M-U da hedef gen asir1
ifade olunmustur (Sekil 4. 28).
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Sekil 4. 28. miR159 ve tar159’1n ifade analizi
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)

4.10.2. miR1869 ve tar1869

mMiR1869 biyoenformatik olarak copine aile isoform 1 (CK162380) genini
hedefledigi bulunmustur (EK 1). Metabolik islevi olan miR1869’un B-U ve B-K ile
M-U ve M-K kiitiiphanelerinde qRT-PCR analizine gore ifade azalis1 gosterirken

hedef gen uyumlu bir sekilde artis gostermistir. R genotipindeki B-U kiitiiphanesinde
ise hedef gen artis1 daha fazladir (Sekil 4. 29).
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Sekil 4. 29. miR1869 ve tar1869’un miktar analizi

(B-K; Bezotaja-l kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)

4.10.3. miR901 ve tar901

miR901’in biyoenformatik olarak sukroz sentezi tip | (sucrose synthase type I)
(CA623473 ) genini hedefledigi tesbit edilmistir (EK 1). B-K ve BU ile M-K ve M-U
kiitiiphanelerinde ifade olan miR901 hedef gen M-U kiitiiphanesinde artis olmustur

HB-K
mB-U
ALK
| M-U

(Sekil 4.30). miR901 ile hedef gen arsinda uyumluluk Sekil 4.30’da goriilmektedir.
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Sekil 4. 30. miR901 ve tar901’in miktar analizi

(B-K; Bezotaja-1 kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)
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4.10.4. miR169b-3p ve tar169b-3p

ptc-miR169b-3p T. aestivum’da e3 ubiquitin-protein ligaz (ligase) keg
(TC437786) biyoenformatik olarak hedefledigi tesbit edilmistir (EK 1). ptc-miR169b-
3p B-Kve B-U ile M-K ve M-U Kkiitiiphanelerinde yogun olarak rastanmaktadir. ptc-
miR169b-3p’in hedefledigi genle uyumu Sekil 4.31 de gosterilmistir. Dayanikli ve

hassas ¢esitte hedef gen ifadesi artis gostermistir.
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Sekil 4. 31. miR169b-3p ve tar169b-3p’nin miktar analizi
(B-K; Bezotaja-1 kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)
4.10.5. miR482c-5p ve tar482c-5p

miR482c-5p biyoenformatik olarak origin recognition complex subunit 4-like
(TC458339) geni hedefledegi bulunmustur (EK1). miR482c-5p qRT-PCR
ekspresyonda B-K, B-U ile M-U ve M-K kiitiiphanelerinde rastlanmistir. R
genotipinde uygulamaya bagl olarak hedef gen asir1 up regiile olmustur. miR482c-5p
ve hedefledgi gen ile ilgili gRT-PCR sonucu Sekil 4. 32’de verilmistir.
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Sekil 4. 32. miR482c-5p ve tar482c-5p’nin miktar analizi
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)

4.11. B. sorokiniana uygulamasindaki miRNA ve Hedef gen analiz sonuclari

Bugday cesitlerine B. sorokiniana uygulamasina bagl olarak arrayde onemli
derecede ifade edilen miR1169-3p, miR319a-3p.2-3p, MiR398, miR169b-3p ve
miR164g-3p korunmus miRNA’larina ozgun ileri (F)-RT ve bu miRNA’larin hedef
genlerine ozgun ileri (F)- geri (R) primerleri tasarlanarak gRT-PCR ile ifade duzeyleri

olculmustur.

4.11.1. miR1169-3p ve tar1169-3p

miR1169-3p biyoenformatik olarak leucine-rich repeat receptor-like serine
threonin-protein kinaz baml-like (CJ816283) genini hedeflemektedir (EK.2.).
miR1169-3p ve hedef gen ile ilgili gqRT-PCR sonucu sekil 4. 33°de verilmistir.
miR1169-3pile hedef gen arasinada uyum goriilmektedir (Sekil 4.33). Tesbit edilen
verilere goére B. sorokiniana uygulamsina bagli olarak miR1169-3 B-U

kiitiiphanesinde asir1 ifade olmustur.
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Sekil 4. 33. miR1169-3p ve tar1169-3p’in miktar analizi
(B-K; Bezotaja-1 kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)

4.11.2. miR319a-3p.2-3p ve tar319a-3p.2-3p

miR319a-3p.2-3p biyoenformatik olarak kofullar proteini ile siralama iliskili
protein-29 gibi (vacuolar protein sorting-associated protein 29-like) (DR737260) geni
hedeflemektedir (EK.2.). Bugdayda korunmus (conserved) miRNA’lardan olan
miR319a-3p.2-3p qRT-PCR ekspresyonda hedef gen ile uyum gostermektediri (Sekil
4. 34). R ve S genotiplerinde ifade olunan miR319a-3p.2-3p hedef geni R genotipinde

asir1 ifade olunmustur.
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Sekil 4. 34. miR319a-3p.2-3p ve tar319a-3p.2-3p’in miktar analizi
(B-K; Bezotaja-l1 kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;
Mizrak uygulama)
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4.11.3. miR398 ve tar398

ssl-miR398 biyoenformatik olarak superokide dismutaz 2 (CA650645) genini
hedeflemektedir (EK.2.). ssI-miR398 uygulamaya bagli olarak B-U, B-K ve M-U, M-
K kiitiiphansinde ifade olup qRT-PCR ekspresyonda hedef gen ile uyumlu oldugu
goriilmektedir (Sekil 4. 35). miR398, homeostasi ve oksidatif stresin onemli bir
diizenleyicisidir (Yamasaki ve ark., 2000; Lu ve ark., 2008). Ayrica tuzla ilgili olarak
Cu/Zn siiperoksit dismutaz (CSD1 ve CSD2) genlerini miR398 hedefledigi tesbit
edilmistir (Eldem ve ark., 2013). miR398, biyotik ve abiyotik streste gorev iistlenen

korunmug miRNA oldugu 6ngoriilmiistiir.

0.6
miR39§
0.5
0.4
=mB-K
ifade .
0.3 m B-U
{'lmt} = AM-K
0,2 m M-U
0 5 -
miR 198 Hedef gen

Sekil 4. 35. miR398 ve tar398’1n miktar analizi
(B-K; Bezotaja-1 kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)

4.11.4. miR164g-3p ve tarl64g-3p

mMiR1649-3p, 7. aestivum’da transkripsiyon faktorii PCF8-gibi (transcription
factor PCF8-like) (AT1G03360) geni biyoenformatik olarak hedefledigi tesbit
edilmistir (EK.2.). Uygulamaya bagli olarak qRT-PCR ekspresyonu ve hedef gen
arasinda uyum goriilmektedir (Sekil 4. 36). M-U kiitiphansinde miR164g-3p asir1

ifade olunca hedef gen ayni oranda baskilanmustir.
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Sekil 4. 36. miR164g-3p ve tarl64g-3p’nin miktar analizi
(B-K; Bezotaja-1 kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. M-K; Mizrak kontrol. M-U;

Mizrak uygulama)

4.12. Tuz Uygulamasi Hedef Gen Analizleri

Bugdayda R ve S genotipinin kok bolgesine tuz uygulamasi sonucu miRNA-
Mikroarrayinde 44 miRNA tesbit edilmistir. Bu tesbit edilen miRNA’lardan onemli
derecede ifade edilen miR5655, miR6108, miR156a,miR159c, miR172b, miR164,
miR482-5p korunmus miRNA’larina 6zgiin ileri (F)-RT ve bu miRNA’larin hedef
genlerine 6zgiin ileri (F)- geri (R) primerleri tasarlanarak gRT-PCR ile ifade duzeyleri
Ol¢iilmiistiir. miRNA ve hedef gen arasindaki oranti deneysel olarak gosterilmistir.
miRNA ve hedef gen arsindaki iliskiyi dogrulamak i¢in bazt miRNA’larda iki ayr1
primer tasarlanarak hedef gen dogrulamasi yapilmistir. Hedef genlerin qRT-PCR
analizlerinde, 18S rRNA (AF147501) geni referans alinarak bugday cDNA’lar esit

yogunlukta reaksiyona baglatilmistir.

4.12.1. miR5655 ve tar5655
miR5655 biyoenformatik olarak bhlh135-gibi transkripsiyon faktorii (transcription
factor bhlh135-like) (TC392664) geninin hedefledigi tesbit edilmistir (EK 3). qRT-
PCR analizinde miR5655 ile hedef gen (target) uyumluluk gostermektedir (Sekil
4.37). Tuz uygulamasina bagli miR5655 B-U ve S-U Kkiitiiphanelerinde ifade artist

olurken ayni oranda hedef gen B-U ve S-U kiitiiphanelerinde ifade azalis1 olmustur.
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Sekil 4.37. miR5655 ve tar5655’nin miktar analizi
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-
82 uygulama)

4.12.2. mdm-miR159c ve tar159c

mdm-miR159c biyoenformatik olarak T. aestivum 70 kDa 1s1 sok proten (70
kDa heat shock protein) (TaHSP70d) (TC397964) genini hedefledigi tesbit edilmistir
(EK 3). iki primer tasarlanarak hedef genine ulasilmak istenmis buna raman tasarlanan
primerlerle miR159¢’nin hedef geni ile uyusmazlik géstermektedir (Sekil 4. 38). Fakat
mdm-miR159c gRT-PCR ekspresyonu arasinda uygun bir korelasyon goriilmektedir.
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Sekil 4. 38. mdm-miR159c¢ ve tar159¢’nin miktar analizi
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-
82 uygulama)
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4.12.3. Osa-miR172b ve tarl72b

Osa-miR172b  biyoenformatik olarak ap2 erebp siiperaile proteinin
transkripsiyon faktor (ap2 erebp transcription factor superfamily protein) (CA486144 )
genini  hedeflemektedir (EK3). Cig¢ek organlari ve ¢igeklenme zamaninin
belirlenmesinde gorevli AP2 (Apetala 2), genlerinin baskilanmasinda miR172 kritik
bir role sahiptir. Ayrica kuraklik ve tuzluluk stresine maruz birakilan tiitiin bitkisinde
de miR172’nin ifadesinin arttig1 tesbit edilmistir (Xin ve ark., 2010) iki primer
tasarlanarak target’s hedeflenen Osa-miR172b’nin hedef gen ile uyusmadig
goriilmektedir (Sekil4.39). Bu hedef genler baska miRNA’lar1 tarafindan hedeflendigi
tahmin edilmektedir. Fakat osa-miR172b qRT-PCR ekspresyonu arasinda uygun bir

korelasyon goriilmektedir.
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Sekil 4. 39. Osa-miR172b ve tarl72b’nin miktar analizi
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-
82 uygulama)

4.12.4. rgl-miR164 ve tar164

rgl-miR164 biyoenformatik olarak thiol proteaz (thiol protease) (CK154749)
genini hedeflemektedir (EK 3). rgl-miR164 ile hedef gen uyum igin iki farkli primer
tasarlanmig fakat bu hedef genin (target) basak miRNA’lari hedefledigi tahmin
edilmektedir. Ciinkii hedef gen ile rgl-miR164 arasinda uyum goriilmemektedir (Sekil
4. 40).
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Sekil 4. 40. rgl-miR 164 ve tar164’un miktar analizi
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-
82 uygulama)

4.12.5. cca-miR6108f ve tar6108f

cca-miR6108f biyoenformatik olarak halka, ¢inko parmak siiperaile isoform 1
(ring fyve phd zinc finger superfamily isoform 1) (TC387448) genini hedeflemektedir
(EK 3). gqRT-PCR analizinde miR6108f ile hedef gen arasinda uyum goriilmemistir
(Sekil 4. 41). Bu hedef genlerin bagka bir miRNA’lar tarafindan hedeflendigi tahmin
edilmektedir. miR6108f ile qRT-PCR analizinde ifade uygunlugu goézlemlenmistir
(Sekil4.28).
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Sekil 4. 41. cca-miR6108f ve tar6108f”in miktar analizi
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-
82 uygulama)
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4.12.6. hci-miR156a ve tarl56a

hci-miR156a biyoenformatik olarak T. aestivum beta-karoten hidroksilaz enzim
(bohase gene) (TC383766) genini hedefledigi tesbit edilmistir (EK 3). Yaprak ve
stirgiin gesiminde etkili olan (Khraiwesh ve ark., 2012) hci-miR156a ile hedef geni
dorulamak ig¢in ii¢ farkli primer tasarlanmistir (Cizelge 3. 8). Ne B-U ve B-K ile nede
S-U ve S-K kiitiiphanesindeki hci-miR156a ile tesbit edilen hedef genlerin (target) hig
biri ile uyum gostermemistir. Ama hem array hemde qRT-PCR ekspresyonlar1 hci-
miR156a arasinada uygun korelasyon goriilmektedir (Sekil 4. 42). miR156’nin
endojen seviyesi zamanla diizenlenir, erken donemde vejetatif asamada ¢ok yiiksek,
ama yetiskin faz (Wu ve Poethig 2006) baslangicindan 6nce hizla azaldigi rapor
edilmistir (Eldem ve ark., 2013).
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Sekil 4. 42. hci-miR156a ve tar156a’nin miktar analizi
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-
82 uygulama)

4.12.7. Zma-miR482-5p ve tar482-5p

Zma-miR482-5p biyoenformatik olarak f-box, Irr-tekrar 3-benzeri protein (f-
box Irr-repeat protein 3-like) (TC446646) genini hedefledigi tesbit edilmistir (EK 3).

Tasarlanan primer ile Zma-miR482-5p ile hedef gen arasindaki uyum Sekil 4.27°de
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gosterilmistir. B-U, B-K, M-U ve M-K kiitiiphanelerinde goriilen Zma-miR482-5p
uygulamaya bagli olarak R genotipte ifade artis1 olurken hedef gen ifadesi azalmis, S
genotipte ise uygulamaya bagli olarak Zma-miR482-5p ifade azalisi (down regiile)
olurken hedef gen ifadesi artmistir (Sekil 4.43). Onceki ¢alismalarda Bradyrhizobium
japonicum ile enfekteli soya fasulyesin’de (Glyine max) miR482 ifade artisinin oldugu
bulunmustur (Li ve ark., 2010). R genotip ifadesinin artms1 dayaniklik yolunda 6nemli

gorev Ustlenebilir.
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Sekil 4. 43. zma-miR482-5p ve tar482-5p’nin miktar analiz
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-1 uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-
82 uygulama)
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5. SONUC VE ONERILER

Bugdayda gecmisten giinlimiize kadar klasik 1slah yontemleri ve
seleksiyonlarla dayniklilik saglanirken iiretiminde de kayda deger artis
olusturulmustur. Fakat biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin cesitliligi ve gen
havuzundaki daralmalardan dolayr verim artisin1 saglamak zorlasmakta ve strese

toleransta farkli mekanizmalarin gelistirilmesi gerekmektedir.

Strese yanit sirasinda gen ekspresyonun regiilasyonu, transkripsiyon ve
transkripsiyon sonrast mekanizmalar, bitkiler igin siirekli degisen ¢evreye uyum
saglamasint anlamamizda Onemlidir (Bertolini ve ark., 2013). Bilindigi {izere
miRNA’lar bitkilerde biiylime, gelisme, biyotik ve abiyotik strese karsi savunma
cevab1 olamak iizere bir dizi biyolojik mekanizmadir (Unver ve ark., 2009). Son
yillarda, ¢esitli stres faktorleri altinda genomik calismalar giderek artmis oOzelikle
yiiksek dizileme teknolojisinin kullanilmasi ile miRNA’larin biogenezi ve islevlerinin

ortaya ¢ikarilmasi hiz kazanmistir (Li ve ark., 2011).

miRNA'lar bitkilerde esas Arabidopsis'te tesbit edilmistir. Celtik (Oryza
sativa), Misir (Zea mays), Kavak (Populus trichocarpa), Saccharum officinarum,
Sorgum bicolor, Yonca (Medicago truncatula) ve Soya fasiilyesi (Glycine max) gibi
onemli bitkilerde kiiciik RNA'larin rolleri ilk biiyiime ve gelisme (Mallory ve
Vaucheret, 2006) ile ilgili olarak Onerilmistir (Kang ve ark., 2012). Fakat sonraki
calimalarda miRNA’larin strese yanitta ifade artisi veya ifade azalisi gostererek bu

sayede strese toleransta 6nemli rol oynadigi gézlemlenmistir (Xin ve ark., 2010).

miRNA’lar hedefledigi genin ifade diizeyini regiile edebilmesi kendi
ekspresyon seviyesindeki farklilikla ortaya ¢ikabilir (Eldem ve ark., 2013). Bu amagla
bu calismada miRNA’larin farkli doku ve farkli stres sartlarinda ifade diizeyinin
belirlenmesi amaciyla mikroarray analizlerine basvurulmustur. Bu nedenle patojen-
bitki etkilesimleri incelenmis ve iki farkli fungus asilamasi sonucu biyotik streste gen

ifadesini diizenleyen miRNA’lar tesbit edilmistir.
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Bu tez caligmasinda ilk etapta bugdayda F. culmorum ve B. sorokiniana
patojenlerine duyarli (R ve S) genotipler kullanilarak miRNA'lar1 tesbit etmek igin
genis ¢apli tarama ile olusturulan miRNA-mikroarray ¢ipi kullanilmistir. Bugdayda iKi
farkli patojen karsilastirildiginda farkli veya ayni ifade diizeyine sahip miRNA
profilleri tesbit edilmistir.

F.culmorum ve B.sorokiniana stresi altinda yapraktaki gen ifadesini tesbit
etmek icin bugdayin R ve S genotiplerinden dorter kiitliphane olusturulmustur.
Kiitiiphanelerde R ve S genotipleri i¢in bir patojen asilamsi yapilirken birde kontrol

grubu alinmustir.

Ilk etapta F. culmorum uygulamasina bagli olarak R ve S genotiplerinde
toplamda 66 mMIRNA tesbit edilmistir. Tesbit edilen bu miRNA’lardan miR156,
miR159, miR164, miR169, miR171, miR319, miR390, miR396, miR408 ve miR535
korunmus miRNA ailesindendir. Jones-Rhoades ve ark. (2006) bu korunmus dort
miRNA’y1 (miR156, miR159 miR319, miR396) fungal streste tesbit etmislerdir.
Biyotik (C. quercuum f. sp) strese maruz kalmis populus’un kok kisminda miR 156,
miR159, miR319 tesbit edilmistir. Yine bugdaya fungus (E. graminis f. sp. tritici)
patojeni enfekte edilmis ve yaprakta miR156, miR159, miR396 ifade oldugu
goriilmistiir (Zhao ve ark., 2012). Yapilan ¢alismalarda miR396 (Liu ve ark., 2009;
Rodriguez ve ark., 2010), miR319 (Schommer ve ark., 2008), miR164a (Nikovics ve
ark., 2006) ve miR156 (Wang ve ark., 2008) gibi miRNA’lar yaprak gelisimi ile
oldugu teshit edimistir. Bu bulgular miRNA’larin yaprak morfolojisi ve gelisimini

diizenlenmesinde rol oynadigini gostermektedir (Eldem ve ark., 2013).

Fusarium uygulamamiza bagh olarak yaprakta kat degisimi (fold change) R
genotipli B-U ve B-K kiitiiphanesinde S genotipli M-U ve M-K kiitiiphanesinde
degisim gosterirken F. culmorum uygulamasmma baglh olarak tesbit edile 66
miRNA’dan (Cizelge 4. 5) bazilarinin (20 tanesi) GO analizi ile hedefledikleri genlere
gidilmistir. Bu genlerin savunma yanitlari, protein metabolizmasi, yag asidi sentezi,
oksidasyon ve rediiksiyon tepkisi, uyaranlara yanitta karbonhidrat metabolizmasinda

islev yaptiklar tesbit edilmistir.
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Teshit edilen 66 miRNA’dan B-U kiitiiphanesinde kat degisim (fold change)
araligr 251 iken M-U Kkiitiiphanesinde bu degisim -225 olarak goriilmiistiir (Cizelge
4.5). M-U Kkiitiiphanesinde kat degisimi en fazla olan mtr-miR2592s hedef gen olarak
beta-glukosidaz 6’y1 (glucosidase) (TC373133) hedeflemektedir (EK1).

Bezostaja-1 kontroliinii bezostaja-1 uygulama ile karsilastirilmasinda 216,3 kat
degisim ifadesine sahip olan ath-miR869.1’in hedef geni olan glukunosil transferaz
(GT, TC457607) bitki fungus etkilesiminde 6nemli bir role sahiptir. Ayni1 zamanda GT
geni, Fusarium cinsleri tarafindan iiretilen bir mikotoksin olan deoksinivalenole

(DON) kars1 dayaniklilikta gorevi bulunmaktadir (Bowles, 2005).

F.culmorum patojenine direngli R genotipindeki B-T ve B-C Kkiitiiphanesinde
ve patojene hassas S genotipindeki M-U ve M-K kiitiiphanesinde ath-miR159b, ppt-
miR901, osa-miR159 ve 0sa-miR1869 qRT-PCR analizlerinde ifade azlisi oldugu
goriilmiistiir. Fakat ptc-miR482c-5p gqRT-PCR analizinde R genotipinde ifade artist

olurken S genotipinde ise ifade azalig1 olmustur.

Biyoenformatik olarak copine family isoform 1 (CK162380) genini hedefleyen
0sa-miR1869 uygulamaya bagl olarak R genotipinde qRT-PCR ekpresyonu ifade
azalis1 olurken S genotipinde ekspresyonu ifade artisi olmaktadir. Diger bir deyisle
0sa-miR1869 ifadesindeki artisin  hassashigi  (S) artirdigr  diistiniilmektedir.
Muhtemelen bu gen dayaniklilik mekanizmasindaki bir geni hedeflemis olabilir.
Patojen enfeksiyonunda savunma proteinleri gorev alir. R genotipinde savunma
proteini S genotipine gore daha fazladir. Ciinkii array ve qRT-PCR analizi sonucu R
genotipinde yiiksek ekspresyon seviyesi ile hedef gen olduk¢ca uyumlu oldugu

gorilmiistiir.

Calismada B-U ve B-K kiitiiphanesinde gma-miR171k-5p, gma-miR5783, ath-
miR2933 miRNA'lar ifade azalis1 olmustur fakat bu miRNA’lar S genotipi olan M-U
ve M-K Kkiitiiphanesinde ifade artis1 olmustur (Cizelge 4. 5). Bu miRNA’larin hedef
genleri biyoenformatik olarak tesbit edilmistir. gma-miR171k-5p, dihydrolipoyllysine-
residue acetyltransferase component 1 ( TC377941) genini hedeflerken, ath-miR2933
pleiotropic ilaga direng proteini 2 (pleiotropic drug resistance protein 2) (TC421208)
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genini hedefler ve gma-miR5783 ise pyruvate dehydrogenase mitochondrial-like
(BE418197) genini hedeflemistir (EK 1).

miR169 aile iiyeleri biyotik ve abiyotik streste ifade olmaktadir (Eldem ve ark.,
2013). F. culmorum uygulamasinda ptc-miR169b-3p qRT-PCR analizinde ifade azalis1
olmustur (Sekil 4.16). B. sorokiniana uygulamasina bagli olarak ptc-miR169b-3p ifade
oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4. 6).

miRNA159 ve miR319 ailesine ait iiyeler F. culmorum stresinde ifade (regiile)
oldugu rapor edilmistir (Cizelge 4. 5). Bitkilerde tohum boyutu ve tohum gelistirme
MIRNA159/miR319 ailesi tarafindan diizenlenir. Tohum ¢imlenmesi diizenleyen
myb33 ve mybl01 mRNA'lar1 miR159 aktivitesi tarafindan bastirilir (Khraiwesh ve
ark., 2012).

Ikinci etapta B. sorakinana uygulamasinda bagl olarak R ve S genotiplerinde
toplamda 21 miRNA tesbit edilmistir (Cizelge 4. 6). Bu miRNA’larda bes tanesi ptc-
miR169b-3p, sbi-miR169r-5p, ssl-miR398, zma-miR164g-3p, o0sa-miR319a-3p.2-3p
korunmus miRNA ailesinden oldugu gorilmistiir (http ://pmted. agrinome. Org/

advance_search. jsp).

Bu caligmanin sonucunda enfeksiyonlu hassas (S) genotipte her hangi bir
ifadesi azalan miRNA’ya rastlanmamustir (Cizelge 4. 6). Buna karsilik, gma-miR482e
uygulamali hassas genotipte tek ifadesi artan miRNA iken, uygulamali dayanikli
genotipte ise ifadesi azalan olarak bulunmustur. Ayni zamanda miR482 her iki
miRNA array denemelerinde enfekteli hassas genotipte ifadesin artig1 tesbit edilmistir.
Bu durumda miR482 hem F. culmorum hem de B. sorokiniana i¢in uygulamali S
genotipinde yanit miRNA’sidir. miRNA hedeflerinin biyolojik fonksiyon ve
molekiiler islevlerine dayanarak miR482’nin hedefi F-Box, Lrr-tekrar 3-benzeri
protein (Lrr-repeat protein 3-like) (TC446646) (EK.2.), (GO:0006511) ubiquitin-
katabolik iseme bagli protein (dependent protein catabolic process) (EK 4). Gupta ve
ark. (2010) yaptiklar1 derlemelerinde miR482 hedefi NBS-LRR protein Pseudomonas
syringe (DC3000)’le enfekte edilen domateste baskilandigini belirtmislerdir. Bu
calismada sadece grm-miR482e R genotipinde ifade artig1 olurken S genotipinde ise

109


http://pmted.agrinome.org/advance_search.jsp
http://pmted.agrinome.org/advance_search.jsp

ifade azalist olmus, yine sadece 0sa-miR5800 B-U ve B-K kiitiiphanesinde ifade
azalis1 olurken M-U ve M-K kiitiiphanesinde ifade artis1 olmustur (Cizelge 4. 6).

B. sorokiniana uygulamsinda tesbit edilen miRNA’lar Cizelge 4. 6 da
verilmistir. Bu miRNA’larin fonksiyonlar1 ve hedef genleri biyoenformatik olarak

tesbit edilmistir. R genotipine duyarli oldugu gézlene miR4398 alanin aminotrasferaz

2(TC453365) genini hedefledigi gézlemlenmistir (EK.2.)

Bipolaris uygulamasina bagli olarak yapraklardan alinan 6rneklerin qRT-PCR
analizinde miR319a-3p.2-3p, MiR398 ve mIiR164g9-3p ifadesi artis gosterirken
miR1169-3p ifadesi azalis gostermektedir. miR319a-3p.2-3p biyoenformatik olarak T.
aestivum 'da vacuolar protein sorting-associated protein 29-like (DR737260) genini
hedefledigi goriilirken (EK.2.) ssl-miR398 biyoenformatik olarak T.aestivum
stiperokside dismutaz (superoxide dismutase) 2 (CA650645) genini hedeflemektedir
(EK.2.). miR398 oksidatif streste ifade oldugu goriilmektedir (Sunkar ve ark., 2006).

miR164g-3p ise T. aestivum’da transcription factor PCF8-like (CA642340)
genini hedeflemektedir (EK.2.). miR1169-3p ise biyoenformatik olarak T.aestivum
sitozolik akonitaz (cytosolic aconitase) (cACO) (CJ816283) genini hedefledigi
goriilmektedir (EK.2.)

Tesbit edilen miRNA’larin 8 tanesi hem F. culmorum ve hem de B.
sorokiniana patojen uygulamasinda ortak olarak ifade olmustur (Sekil 4. 7). (cre-
miR1169-3p, mtr-miR2592s-3p, o0sa-miR1427, osa-miR319a-3p.2-3p, ath-miR869.1,
ptc-miR169b-3p, vvi-miR3624-5p, miR482e) cre-miR1169-3p, miR482e ve osa-
miR 1427 hari¢ diger miRNA’lar arrayde ¢alismasinda ayn1 profilleri gostermislerdir.

Yaptigimiz bu ¢alismanin iiglingii etabinda tuz uygulamasina bagli olarak R ve
S genotiplerinde kok bolgesinden alinan Orneklerden 44 miRNA tesbit edilmistir
(Cizelge 4. 7). Bu miRNA’dan olarak 24 tanesi R ve S genotiplerde (bdi-miR319b,
cca-miR396¢, hci-miR156a, mdm-miR159¢c, mtr-miR395h, nta-miR156f, osa-
miR160f-3p, o0sa-miR164d, o0sa-miR169a, osa-miR172b, o0sa-miR396a-3p, ptc-
miR156l, ptc-miR164f, rgl-miR164, smo-miR156d, tae-miR395b, vvi-miR156e, vvi-
miR167c, vwi-miR172a, zma-miR156k-5p, zma-miR164b-3p, zma-miR164c-3p, zma-
miR169d, vvi-miR535a) korunmus miRNA ailesinden oldugu (Koptekin ve Aktas,
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2013) gozlemlenmistir (http://pmted. agrinome. org/ advance search. jsp). R
genotipindeki S-U ve S-K kiitiiphanesinde 21 miRNA ile S genotipindeki B-U ve B-K
kiitiiphanesinde 20 miRNA ifade artis1 olmustur (Cizelge 4. 7)

Tesbit edilen miRNA’lardan 9 tanesi (pab-miR3710, peu-miR2916, ppt-
miR1074, ptc-miR156l, ptc-miR164f, smo-miR156d, vvi-miR156e, zma-miR164b-3p,
zma-miR169d hassas (S) B-U ve B-K kiitiiphanesinde ifade azalig1 olurken, dayanikli
(R) S-U ve S-K kiitiiphanesinde ifade artisi olmustur. miR482-5p ise hem R
genotipinde hem S genotipindeki kiitiiphanelerde ifadesi azalmistir (Sekil 4. 43).

S genotipindeki B-K ve B-U kiitiiphanesinde cre-miR1168.2, osa-miR396a-3p,
peu-miR2916 ve wvi-miR535a ifade artusi olurken R genotipndeki S-K ve S-U

kiitiiphanelerinde ifadesi azalmistir.

Osa-miR160f-3p S genotipinde kat degisimi (fold change) -1.0019 iken R
genotipinde ise 67.0572 olarak tesbit edildi bu en biiyiikk degisim araligi olarak
goriilmiistiir (Cizelge 4.7). osa-miR160f-3p biyoenformatik olarak metal tasinmasi
nramp2-benzer (CA660220) genini hefledigi goriilmistir (EK 3). osa-miR5800 hem
tuz uygulamasinda hem B. sorokiniana uygulamasinda ifade olundugu tesbit
edilmistir. Fakat tuz uygulamsindaki R ve S genotiplerinde ifade azalisi olurken
biyotik streste R genotipinde ifade azalis1 S genotipinde ise ifade artis1 olmustur.

mMiR482-5p ise uygulamaya bagli olarak S-K ve S-U kiitiiphanesi ile B-K ve B-
U kiitiiphanelerinde ifade azals1 olmustur. F. culmorum uygulamasinda miR482¢-5p
ise R genotipte ifade artis1 olurken S genotinde ifade azalis1 olmaktadir. miR482 ailesi
biyotik ve abiyotik streste yanit miRNA’s1 oldugu gozlemlenmektedir. Yapilan daha
onceki ¢alismada miR482 ve miR1450 populusta tuz stresinde ifade artisinin oldugu
rapor edilmistir (Lu ve ark., 2008).
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Sekil 5. 1. Tuz stresindeki bugdaym R ve S genotipinde olusan baz1t miRNA ve
biyoenformatik olarak tesbit edilen hedef genleri. (l:> Tuz
uygulamasi sonucu miRNA’larin ifade seviyesi yiikselmis, hedef gen
ifadesi azalmistir. 1 Tuz wuygulamasi sonucu miRNA’larin
ifade seviyesinin diigsmiis, hedef gen ifadesi ise artmustir.)

Bugiine kadar tuz artirnlmasina bagl ifade tabanli c¢alismalarda miR396,

miR168, miR167, miR165, miR319, miR159, miR394, miR156, miR393, miR171,

miR158 ve miR169 rapor edilmistir (Eldem ve ark., 2013).

Tuz artisina bagl olarak Arabidopsis'te MiR398 birikimi azalirken miR156,
miR158, miR159, miR165, miR167, miR168, miR169, miR171, miR319, miR393,
miR394, miR396 ve miR397, tuz stresine yanit olarak ifadelerinin artis1 (up regiile)
olmustur (Khraiwesh ve ark., 2012). Bugdayin S genotipinde nta-miR156f, nta-
miR156a up regule olurken ptc-miR156l, smo-miR156d ve vvi-miR156e ifadesi
azalmistir. miR156 yapilan onceki ¢alismalarda hem Arabidopsis thaliana’da hem de
diger bazi bitkilerde gen¢ fazdan olgun faza gegisin zamanlamasini saglayan
Squamosa promotor baglayic1 protein-benzeri (SPL)’yi diizenledigi belirlenmistir

(Yanik ve ark., 2013). hci-miR156a biyoenformatik olarak beta-karoten hidroksilaz
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(TC383766) genini hedeflemektedir (EK 3). miR156a geninin asir1 ekspresyonu
Arabidopsis’de ge¢ c¢iceklenme ve vejetatif faz degisiminde gecikmelere neden
olurken miR156 siirgiin olgunlasma (Kantar ve ark., 2010) i¢in sorumlu spl9 ve spl15

genlerin de hedeflemektedir.

Lu ve ark. (2014) yaptig1 ¢alismada miR5655 transgenik bitkilerdeki fosfat
acigma bagli savunma cevaplarinda ifade artis1 oldugu rapor edilmistir. Bugdaym R ve
S genotipinde ifade azalis1 olan miR5655 biyoenformatik olarak transcription factor
bhih135-like (TC392664) genini hedeflemektedir (EK 3). Islev olarak anatomik yap1
morfogenezinden (EK 4) sorumlu oldugu tesbit edilmistir (GO: 0009653).

osa-miR172b, hem B-U ve B-K ile hemde S-U ve S-K kiitiiphanesinde ifadesi
artmistir (up regiile) (Cizelge 4. 7). Biyoenformatik olarak ap2 erebp transcription
factor superfamily protein (CA486144) genini hedeflemektedir (EK 3). Bitkilerin
erken c¢iceklenme ve c¢icek organi kimlik fenotipleri miR172’nin asir1 ifadesi ile
olusurken bitkilerin lireme agamalari i¢in, gecis diizenledigi gosterilmistir (Lu ve ark.,
2014). miR172 tarafindan fonksiyonu belirtilen bu iki ap2- like hedef genleri ile bu
eatl bolgesinin hedefleri (toel), toe2 ve Arabidopsis'te toe3 genleri ile Misir (Zea
may)’da gloyl5 gibi g¢esitli ap2-benzeri genler miR172 diizenlenir. Ap2 geni
mutantlarinda ayn1 morfolojide ve uygunsuz ¢iceklenme zamani ile sonuglanir (Eldem

ve ark., 2013).

Arabidopsis’de tuz stresine karsilik olarak miR169 ifade artis1 (Vazquez ve
ark., 2008) olurken ¢alismamizda bugdaym R ve S genotiplerinde 0sa-miR169a ve
zma-miR169d tesbit edilmistir. osa-miR169a S ve R genotipinde ifade artis1 olurken
zma-miR169d S genotipinde ifade azalisi, R genotipinde ise ifade artis1 olmustur
(Cizelge 4. 7). Bu miRNA’larin hedef genleri tesbit edilmis ve sira ile verilmistir. osa-
miR169a subtilisin-benzeri proteaz (BJ268074 ) genini ve zma-miR169d polyol
transporter 5-like (TC411029) genini hedeflemektedir (EK 3).

Bugdayin S-U ve S-K ile B-U ve B-K kiitiiphanelerinde rgl-miR164 ifadesinde
azalma (down regiile) olmustur (Cizelge 4. 7). Biyoenformatik olarak thiol proteaz
(CK154749) genini hedeflemektedir (EK 3). Onceki ¢alismalarda Misir’da tuz stresine
bagli mikroarray ekspresyonunda miR164 aileleri ifade azalisi (Khraiwesh ve ark.,
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2012) gosterirken bugdayda tuz artisina bagl olarak kok bolgesinden alinan 6rneklerin

mikroarray ekspresyonunda yine ayni sekilde miR164 ifade azalis1 olmustur.

Tuz uygulamasina bagl tesbit edilen bazt miRNA’larin (miR5655, miR6108f,
miR159c, miR164g-5p, miR156a, miR172b ve miR482) qRT-PCR analizi yapildi
ekspresyon seviyelerine gore ifade azalisi ve ifade artisi olanlar tesbit edilerek
biyoenformetik ¢alisma yapilarak hedef genler belirlenerek Sekil 5. 1°de verilmistir.
gRT-PCR analizlerinde miR156a, miR172b ifade azalisi (down regiile) olurken
miR5655 (Lu ve ark.,, 2014), miR6108f, miR159c (Khraiwesh ve ark., 2012),
miR164g-5p ve miR482 ifade artis1 oldugu tesbit edilmistir.

Yine bu ¢alismada Monocotil bitkilere 6zgii olan miR444 (Yoa ve ark., 2007)
ailesinden 0sa-miR444b.2 belirli degisim araliginda tesbit edilmistir. F-box protein
at1g78280-benzeri (CJ670763) genini hedefleyen (EK 3) osa-miR444b.2 R ve S
genotipinde down regiile olmustur (Cizelge 4. 7).

Bu ¢alisma F. culmorum, B. sorokiniana patojenleri ve tuz stresi agisindan
bugdayda Oncli calisma niteliginde olup diger bitki tiirlerinde tesbit edilen
miRNA’larin  homologlarin bugdayda varligimin ve ifadesinin tesbiti hem ifade
yoniinden ¢esitler arasinda varyasyon gosterdigine dair bilgiler sergilemektedir.
mMiRNA’larin bugdayda gelisim degil, ayn1 zamanda ¢esitli fizyolojik siirecte genlerin
rollerini hedefledigini 6ngorebiliriz. Bu nedenle, bu ¢alismanin sonuglarinin bugdayin
tuz, Fusarium ve Bipolaris’e toleransta daha fazla fayda saglamasi igin galigmayi
dahada ilerletmek gerekmektedir. Bu etmenlere bagli ortaya ¢ikan miRNA’larin
sequence veya miRNAya ait dizi varyasyonlariin stres, bliylime, gelisme ve verim

dahil diger agronomik unsurlarla iliskilendirmesi miimkiindiir.
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EKLER

Bugday c¢esitlerine stres uygulamasina bagli olarak elde edilen miRNA’larin GO
gidilerek hedef gen analizleri biyoenformatik olarak yapilmistir. Tesbit edilen bu
hedef genler F.culmorum uygulamasi sonucu tesbit edilenler EK.1.’de B.sorokiniana
uygulamasinda tesbit edilenler EK.2.’de ve tuz uygulamasinda tesbit edilenler
EK.3.’de verilirken GO’daki metabolik iglevler ise EK.4.’de verilmistir

EK.1. F.culmorum miRNA’lar1, hedef gen ID ve hedef gen adi

miRNA Hedef gen ID Hedef gen adi
ath-miR159b CK212140 histone -like isoform 1
ath-miR2933a TC410127 hlh dna-binding domain superfamily protein
BE402949 arginine biosynthesis bifunctional protein chloroplastic-like
TC421208 pleiotropic drug resistance protein 2
ath-miR3440b-3p TC453810 2fe-2s ferredoxin
CD491139 trafficking protein particle complex subunit 11-like
TC416005 polyamine oxidase
CJ606073 nad-dependent epimerase dehydratase
ath-miR395b CA730805 probable beta-d-xylosidase 7-like
TC379813 autophagy-related protein 18d-like
TC454269 autophagy-related protein 18a
TC401715 atp sulfurylase
TC455080 atp sulfurylase
CV779320 low affinity sulfate transporter 3-like
ath-miR869.1 TC457607 probable glucuronoxylan glucuronosyltransferase f8h-like
bdi-miR159-3p TC368630 transcription factor
TC452060 meiotic recombination protein spol11-2-like
TC377621 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10
TC393503 ubiquitin-specific protease 9 isoform 1
cre-miR1168.1 CA740704 starch branching enzyme interacting protein-1
cre-miR1169-3p TC377014 dof zinc finger protein
TCA417455 gtp-binding nuclear protein ran-3-like
CK168241 ras-related protein rab-2-a
CK207579 coatomer subunit epsilon-1-like
csi-miR535 GH725405 cell division protein ftsz-like protein 2- chloroplastic
GH725405 cell division protein ftsz-like protein 2- chloroplastic
TC389425 cell division protein homolog 2- chloroplastic-like
gma-miR169j-3p CA614452 complex 1 protein containing protein
TC461647 embryo defective 2410 protein
CA614452 complex 1 protein containing protein
gma-miR171k-5p CA626027 60s ribosomal protein 119-1-like
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gma-miR2119 DR731782 triosephosphate cytosolic

DR731782 triosephosphate cytosolic

CJ787314 protein uxt homolog
gma-miR390b-5p CJ876869 6-phosphofructo-2-kinase fructose- -bisphosphatase-like

TC392015 fructose-6-phosphate-2-kinase fructose- -bisphosphatase

TC372366 tubulin alpha-2 chain-like

TC383267 dna-binding protein phosphatase 2¢
gma-miR4386 TC422719 probable beta-d-xylosidase 7-like

CA717583 light-inducible protein cprf2
gma-miR4402 TC419815 40s ribosomal protein s18

GD186496 vamp-like protein ykt61-like
gma-miR4409 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform al

BE412157 protein arabidillo 1

TC404585 pseudouridylate synthase transporter

TC417542 pseudouridylate synthase transporter
0sa-miR2928 TC446622 probable cellulose synthase a catalytic subunit 5

BE412157 protein arabidillo 1

BE412388 protein arabidillo 1

TC400538 avr9 elicitor response protein

TCA417542 pseudouridylate synthase transporter
gma-miR4411 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform al
gma-miR4412 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform al
gma-miR4413 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform al
gma-miR4418 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform al
gma-miR4424 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform al
gma-miR5674a TC399588 serine threonine protein kinase

TCA428758 serine threonine protein kinase

TC377585 ribonucleoprotein chloroplastic-like

TC398002 ribonucleoprotein a

TC398002 ribonucleoprotein a
gma-miR5783 TC428175 neutral alpha-glucosidase ab-like

BE418197 peroxiredoxin q

CV769684 homoserine o-acetyltransferase isoform 4

CV771942 dnaj domain containing protein

TC414153 protein transport protein sec61 gamma subunit
gma-miR5784 CV769684 homoserine o-acetyltransferase isoform 4
hbr-miR408a TC368737 ethylene-responsive transcription factor rap2-4-like

TC391668 dre binding factor 2

TC425977 tpa: ap2 erebp transcription factor superfamily protein

TC403779 transmembrane expressed
hbr-miR6170 TC371123 syntaxin 81

CA498724 alanine aminotransferase

CV771056 udp-glucose 6- expressed

TC388404 nadh:ubiquinone oxidoreductase family protein
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hbr-miR6172
hvu-miR6180

mdm-miR169e

mdm-miR319¢c

mdm-miR3627a

mtr-miR2592s-3p

mtr-miR2679a

mtr-miR5208a

osa-miR1427

0sa-miR1439

osa-miR159f
osa-miR164e

0sa-miR1869
0sa-miR1877

0sa-miR2093-5p

TC461316
CA498724
CJ585879

CA618751
CJ585879

TC393999
BE515656
BJ317107

CA622058
CJ774802

DR733839
TC427326
BJ317107

CK216093
CA617854
TC408661
CA618136
CA622222
TC373133
CA622562
CD928201
TC372723
CA622562
TC368548
CV767044
TC421268
TC386518
TC391995
TC417644
CV775813
TCA408247
TC370181
TC379298
TC369361
TC442914
CA642340
TC371535
TC370694
TC371551
TC398164
CK162380
TCA452174
TC408224
TC438706

chaperone protein chloroplastic-like

alanine aminotransferase

calcium-dependent protein kinase

atp sulfurylase

calcium-dependent protein kinase

ankyrin repeat-containing protein at3g12360-like
transcription elongation regulator

respiratory burst oxidase homolog protein b-like
protein kinase

pto kinase interactor 1

pto kinase interactor 1

pto kinase interactor 1

respiratory burst oxidase homolog protein b-like
ubiquitin-conjugating enzyme e2 36
1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase fablc-like
1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase fablc-like
pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha-like
pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha-like
beta-glucosidase 6

two-component response regulator-like prr73
protein maternal effect embryo arrest 13
rna-binding protein 39

two-component response regulator-like prr73
sucrose-phosphate synthase

60s ribosomal protein 16

beta-cyanoalanine synthase

vacuolar-processing enzyme

vacuolar-processing enzyme-like

vacuolar processing enzyme 1
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
translation factor gufl mitochondrial-like
calmodulin

geranylgeranyl diphosphate chloroplastic-like
calmodulin

cytochrome p450 71c2

nac domain-containing protein 21 22

nac domain-containing protein 21 22
mitogen-activated protein kinase 4
mitogen-activated protein kinase 4
mitogen-activated protein kinase 4

copine family isoform 1
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
trimethylguanosine synthase

tpa: Istk-1-like -related protein kinase family protein

132



0sa-miR2867-3p CD454144 disease resistance protein rga3-like

0sa-miR2918 CK201915 nadh dehydrogenase
0sa-miR2928 TC450088 30s ribosomal protein s17
0sa-miR2929 TC450088 30s ribosomal protein s17
0sa-miR2930 TC461535 30s ribosomal protein s17
0sa-miR2931 TC461535 30s ribosomal protein s17
CA633311 root peroxidase
CA682798 root peroxidase
0sa-miR2928 TC402694 peroxidase 15-like
0sa-miR2928 CK201915 nadh dehydrogenase
TC407802 hypothetical protein F775_06788
TC420067 hypothetical protein F775_06788
0sa-miR2929 TC450088 30s ribosomal protein s17
0sa-miR2930 TC461535 30s ribosomal protein s17
CA633311 root peroxidase
CA682798 root peroxidase
CA695783 root peroxidase
osa-miR319a-3p.2- DR737260 vacuolar protein sorting-associated protein 29-like
g?a-miR390-5p TC378536 probable Irr receptor-like serine threonine-protein kinase at1g63430-like
B1750871 cytochrome p450 71al-like
0sa-miR5338 TC392637 acyl carrier protein mitochondrial-like
TC403841 acyl carrier protein
TC421122 acyl carrier protein mitochondrial-like
0sa-miR5510 CJ810181 scll protein
TC390011 ccaat-binding transcription factor family protein
BQ483771 acylamino-acid-releasing isoform 1
0sa-miR5819 CA719798 predicted protein
CA622479 autophagy-related protein 8c-like
CV768717 translocon-associated protein subunit beta-like
0sa-miR5832 TC393887 bell-like homeodomain protein 6-like isoform x1
TC434600 wall-associated receptor kinase 5
ppt-miR1057 CV770963 beta-glucosidase 6
TC370183 beta-glucosidase 6
TC379533 beta-glucosidase 6
TC417770 beta-glucosidase 6
TC400867 ubiquitin-conjugating enzyme €2-17 kda
ppt-miR901 CA623473 sucrose synthase
TC385595 cytochrome partial
ptc-miR169b-3p TC415051 #AD?
TC437786 e3 ubiquitin-protein ligase keg
TC437129 peroxidase n-like
ptc-miR482c-5p TC458339 origin recognition complex subunit 4-like
sbi-miR5565d TC375293 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase pasticcinol-like
sbi-miR6228-5p TC375959 ubiquitin-conjugating enzyme €2 10
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TC435381 ubiquitin-conjugating enzyme €2 10

TC447325 ubiquitin-conjugating enzyme e2
wi-miR3624-5p TC373648 histone acetyltransferase gcn5-like
TC373648 histone acetyltransferase gcn5-like
TC375113 histone acetyltransferase gcn5-like
TC409573 disease resistance protein rpp13
wi-miR3626-3p TC454539 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
TC413249 protein argonaute 1b
TC388487 uncharacterized mscs family protein at1g78610-like
TC416436 mechanosensitive ion channel
zma-miR169a-3p TC370825 oxygen-evolving enhancer protein 3- chloroplastic
TC370825 oxygen-evolving enhancer protein 3- chloroplastic
TC428564 werner syndrome-like exonuclease-like
zma-miR169r-3p CK206459 gdsl esterase lipase at2g04570-like
TC370230 acyl- n-acyltransferases superfamily
TC378598 acyl- n-acyltransferases-like protein
CJ879342 uncharacterized wd repeat-containing

EK.2. B.sorokiniana miRNA’lar, Hedef gen ID ve Hedef gen adi

miRNA adi Hedef gen ID Hedef gen ad1
ath-miR869.1 TC457607 probable glucuronoxylan glucuronosyltransferase f8h-like
cre-miR1169-3p CJ816283 leucine-rich repeat receptor-like serine threonine-protein kinase bam1-like
TCA417455 gtp-binding nuclear protein ran-al
gma-miR4398 TC439621 ubiquitin conjugating enzyme 2
gma-miR482e TC446646 f-box Irr-repeat protein 3-like
CJ624314 auxin response factor 18-like
TC405360 protein wax2
TC458828 myrosinase-binding at1g52030-like
mtr-miR2592s-3p CA622562 two-component response regulator-like prr73
CA622562 two-component response regulator-like prr73
CD928201 protein maternal effect embryo arrest 13
TC372723 rna-binding protein 39
CA622562 two-component response regulator-like prr73
mtr-miR2634 TC452686 mitochondrial substrate carrier family protein b-like
CA609890 mitochondrial adenine nucleotide transporter adntl1-like
TC404543 cationic peroxidase 1-like
TC419162 mitochondrial substrate carrier family protein b-like
TC452686 mitochondrial substrate carrier family protein b-like
0sa-miR1427 CV775813 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
CV775813 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
TC408247 translation factor gufl mitochondrial-like
0sa-miR1881 TC382217 cap-binding protein
TC394027 eukaryotic translation initiation factor 4e type 3
TC403176 cap-binding protein
0sa-miR319a-3p.2-3p DR737260 vacuolar protein sorting-associated protein 29-like
0sa-miR528-5p CK213042 guanine deaminase
TC444511 cytidine deoxycytidylate deaminase family protein
0sa-miR5525 CA486358 carbon catabolite-derepressing protein kinase
0sa-miR5836 CK200358 40s ribosomal protein s3
TC402934 protein strubbelig-receptor famuly 8-like
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0sa-miR6253
ppt-miR894

ptc-miR169b-3p
ptc-miR477d-3p

ssl-miR398

TC453077 sex determination protein tasselseed-2

TC437472 serine threonine-protein phosphatase pp2a-3 catalytic subunit
CJ645529 ribosomal rna large subunit methyltransferase n

CK200081 acyltransferase-like protein

CV762945 calcium-transporting atpase plasma membrane-type
TC382042 cyclase family protein isoform 1

CA618699 60s ribosomal protein 137

CA650645 superoxide dismutase 2

CA663864 copper zinc-superoxide dismutase

CA614433 superoxide dismutase 2

CA635382 cytosolic cu zn superoxide dismutase

EK 3. Tuz stresi miRMA’lar,Hedef gen ID ve Hedef gen ad1

miRNA adi Hedef Hedef genin(Target) ad1
gen ID
ath-miR3440b- CK159784  bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase
3p
CD491139 trafficking protein particle complex subunit 11-like
ath-miR5021 TC385548 plasma membrane atpase 1-like
TC453475  probable glucuronosyltransferase 0s01g0926700-like
TC373827  short-chain dehydrogenase tic chloroplastic-like
TC430935 hydroxymuconic semialdehyde hydrolase
TC385548 plasma membrane atpase 1-like
ath-miR5655 TC392664 transcription factor bhlh135-like
TC402489 transcription factor bhlh135-like
bdi-miR319b-3p DR737260 vacuolar protein sorting-associated protein 29-like
CK212140 histone -like isoform 1
cca-miR396¢ TC370920 protein disulfide isomerase-like 2-1-like
TC376383  transcription factor hbp-1a
CK160760 gem-like protein 1-like
cca-miR6108f TC387448  ring fyve phd zinc finger superfamily isoform 1
TC371879  cortical cell-delineating protein precursor
hci-miR156a TC383766  beta-carotene hydroxylase
TC408973  beta-carotene hydroxylase
TC383766  beta-carotene hydroxylase
hvu-miR5049a TC419590  60s ribosomal protein 136
TC419590  60s ribosomal protein 136
CA623472 histidine kinase
TC385447  retrotransposon unclassified
miR159¢ TC397964  heat shock protein 70
TC420191  subtilisin-like protease-like
TC408925  catalytic hydrolase
miR395h TC425185 tetrapyrrole-binding chloroplastic-like
CV761940 atp sulfurylase
mtrmiR5227 CK214507 protein
TC416575  protein drl homolog
mtrmiR5266 TC451145  protein wax2-like
BG908514  glutamate receptor -like
nta-miR156f BE445081  wrky transcription factor 71
0samiR160f-3p CA660220 metal transporter nramp2-like
osamiR164d TC370694  mitogen-activated protein kinase 4
TC371551 mitogen-activated protein kinase 4
osa-miR169a BJ268074  subtilisin-like protease
CA664884  photosystem ii 10 kda chloroplastic
NP958308 ccaat-box transcription factor complex whap9
TC430923  ccaat-box transcription factor complex whap6
0sa-miR172b CA486144  ap2 erebp transcription factor superfamily protein
GH725141  succinyl- ligase
TC389631  dnaj homolog mitochondrial-like
TC401083  ethylene-responsive transcription factor rap2-7-like
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TC413366  protein
osa-miR396a-3p CA655664 ribulose- -bisphosphate carboxylase oxygenase large subunit
osa-miR444b.2 CJ670763  f-box protein atlg78280-like

TC424265 mads-box transcription factor 27-like

0sa-miR5076 TC427541  wd repeat-containing protein dwal-like
AL815801 gag-pol precursor
0sa-miR529b TC406943 €3 ubiquitin-protein ligase rnfl4-like

TC440258  30s ribosomal protein chloroplastic-like
pab-miR3710 TC379923  vamp protein sec22
TC379923  vamp protein sec22

peu-miR2916 BJ308797  histone -like

BJ252408  rrna intron-encoded homing endonuclease
ppt-miR1074 TC391471 malate dehydrogenase

TC397335 asparate aminotransferase
ptc-miR156l TC430081 anaphase-promoting complex subunit 5-like

TC421513  phospholipase d alpha 2
TC368622 fatty acyl coa reductase

ptc-miR164f TC387394  two-component response regulator arr4-like
TC436881  two-component response regulator arr4-like
rgl-miR164 CK154749 thiol protease

TC382632  papain-like cysteine proteinase

CA681677  vesicle transport protein gotlb-like
sbi-miR6222-3p  BE418862 PREDICTED: uncharacterized protein LOC100825116
smo-miR156d TC369946 endochitinase a-like

CA685563  retrotransposon unclassified

tae-miR1134 TC402631 transmembrane protein kinase
TC416929  protein arginine n-methyltransferase 5
tae-miR395b CV759442  subtilisin-like protease
TC370044  ribosomal protein 119
wi-miR156e TC410508 uncharacterized 10101204893
TC453315  uncharacterized 10101204893
wi-miR167¢ TC422705  superkiller viralicidic activity 2-like 2-like
wi-miR172a TC391656  probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 2-like

TC391656 probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 2-like
zma-miR156k- TC398965 l-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase-phosphopantetheinyl transferase-like isoform

5p x1
zma-miR164b- CAT730805 probable beta-d-xylosidase 7-like
3p

CV780344  ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 6-like
zma-miR164c-3p TC432145 transaldolase 1
zma-miR169d TC411029  polyol transporter 5-like

EK 4 Biyotik ve Abiyotik streste tesbit edilen miRNA GO numars1 ve genel islevleri

miRNA'lar GO Numarsi General islevleri
ath-miR869.1 G0:0008152 metabolic process
cre-miR1169-3p G0:0009069 serine family amino acid metabolic process
G0:0006468 protein phosphorylation
GO0:0007264 small GTPase mediated signal transduction
GO0:0015031 protein transport
G0:0006890 retrograde vesicle-mediated transport, Golgi to ER
gma-miR4398 GO0:0006511 ubiquitin-dependent protein catabolic process
G0:0006522 alanine metabolic process
G0:0006531 aspartate metabolic process
G0:0006833 water transport
gma-miR482e G0:0009407 toxin catabolic process
GO0:0006511 ubiquitin-dependent protein catabolic process
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mtr-miR2592s-3p

mtr-miR2634

o0sa-miR1427

0sa-miR1881
0sa-miR319a-3p.2-3p

0sa-miR528-5p

0sa-miR5525

0sa-miR5836

0sa-miR6253

ppt-miR894

ptc-miR169b-3p

ptc-miR477d-3p

ssl-miR398

wi-miR3624-5p

G0:0016567
G0:0009734
G0:0010025
G0:0055114
G0:0006508
G0:0006355
G0:0000160
G0:0009793
G0:0006397
G0:0035556
G0:0045449
G0:0006096
G0:0006098
G0:0055114
G0:0006804
G0:0080121
G0:0008152
G0:0050896
G0:0045727
G0:0006184
G0:0006448
G0:0006446
G0:0061025
G0:0080129
G0:0009853
G0:0008333
G0:0016192
GO0:0006144
G0:0008152
G0:0006206
G0O:0009972
G0:0006468
G0O:0009069
GO:0042254
G0:0006412
G0:0006468
GO:0050794
GO:0046394
G0:0044238
G0:0006470
GO:0070475
G0:0030488
GO0:0055114
G0:0006804
G0O:0006979
G0:0008152
G0:0007338
G0:0006412
GO0:0055114
G0:0046686
G0:0006950
GO:0006094
G0:0006096
G0:0006468
GO0:0045727

protein ubiquitination

auxin mediated signaling pathway

wax biosynthetic process
oxidation-reduction process

proteolysis

regulation of transcription, DNA-dependent
phosphorelay signal transduction system
embryo development ending in seed dormancy
mRNA processing

intracellular signal transduction
regulation of transcription, DNA-dependent
glycolysis

pentose-phosphate shunt
oxidation-reduction process

peroxidase reaction

AMP transport

metabolic process

response to stimulus

positive regulation of translation

GTP catabolic process

regulation of translational elongation
regulation of translational initiation
membrane fusion

proteasome core complex assembly
photorespiration

endosome to lysosome transport
vesicle-mediated transport

purine nucleobase metabolic process
metabolic process

pyrimidine nucleobase metabolic process
cytidine deamination

protein phosphorylation

serine family amino acid metabolic process
ribosome biogenesis

translation

protein phosphorylation

regulation of cellular process

carboxylic acid biosynthetic process
primary metabolic process

protein dephosphorylation

rRNA base methylation

tRNA methylation

oxidation-reduction process

peroxidase reaction

response to oxidative stress

metabolic process

single fertilization

translation

oxidation-reduction process

response to cadmium ion

response to stress

gluconeogenesis

glycolysis

protein phosphorylation

positive regulation of translation
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miRNA'lar
ath-miR159b
ath-miR2933a

ath-miR3440b-3p

ath-miR395b

ath-miR447c-3p

ath-miR869.1
bdi-miR159-3p

cre-miR1168.1
cre-miR1169-3p

csi-miR535

gma-miR169j-3p

gma-miR171k-5p

gma-miR2119

gma-miR390b-5p

G0:0000085
G0:0009908
G0:0045893
GO0:0016571
GO numarsi
G0:0006334
GO0:0009555
GO0:0048657
G0:0006355
G0:0006810
G0:0048868
G0:0034645
G0:0044723
GO0:0042742
GO0:0009737
GO0:0005975
G0:0000045
G0:0008272
G0:0055085
GO0:0006094
GO0:0007010
G0:0000085
G0:0001510
G0:0008152
GO0:0030154
GO0:0007155
G0:0006821
GO0:0006355
G0:0006184
GO0:0006406
G0:0010020
G0:0006184
G0:0008152
GO0:0009987
G0:0032259
GO0:0044707
GO0:0055114
G0:0006626
G0:0006412
G0:0006090
G0:0009750
G0:0009749
GO0:0009744
G0:0010359
G0:0006094
G0:0006096
G0:0006098
G0:0006970
GO0:0044699
G0:0006003
G0:0006000
G0:0016310
G0:0006468
G0:0006470
G0:0043609

G2 phase of mitotic cell cycle
flower development
positive regulation of transcription, DNA-dependent
histone methylation
General islevler
metabolic process
developmental process
gene expression
reproductive process
transport

developmental process
metabolic process
metabolic process
response to stimulus
response to stimulus
carbohydrate metabolism
Cellular process
transport

transport

carbohydrate metabolism
developmental process
metabolic process

RNA metabolic process
metabolic process
Cellular process

Cellular process
transport

gene expression
metabolic process
transport

Cellular process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
oxidation-reduction process
protein metabolism
metabolic process
metabolic process
response to stimulus
response to stimulus
response to stimulus
transport

carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
response to stimulus
response to stimulus
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
metabolic process
protein metabolism
protein metabolism
regulation of carbon utilization
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gma-miR4386

gma-miR4402

gma-miR4409

0sa-miR2928

gma-miR4411
gma-miR4412
gma-miR4413

gma-miR4418

gma-miR4424

gma-miR5674a

gma-miR5783

gma-miR5784
hbr-miR408a

hbr-miR6170

hbr-miR6172

hvu-miR6180

mdm-miR169e

mdm-miR319c¢

G0:0005975
G0:0006355
G0:0042254
G0:0006412
G0:0016192
G0:0006094
G0:0006096
G0:0019288
G0:0030244
G0:0006511
G0:0016567
G0:0006810
G0:0007030
G0:0009805
G0:0006535
G0:0019761
G0:0007568
G0:0009684
G0:0009853
G0:0006972
G0:0046686
G0:0009651
G0:0010043
G0:0006816
G0:0006833
GO:0006468
G0O:0009409
GO:0005975
GO:0006725
GO0:0034641
GO0:0007623
GO:0006364
GO0:0007623
G0:0006355
GO:0055085
G0:0000226
G0:0000226
G0:0048443
G0:0006508
G0:0048440
G0:0010228
GO0:0080167
GO:0009734
G0:0016192
G0:0046686
G0:0001666
G0:0019252
G0:0000103
G0:0006468
G0:0009651
G0:0009294
GO0:0055114
G0:0009408
G0:0008380
G0:0006301

carbohydrate metabolism
gene expression

Cellular process
metabolic process
transport

carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
metabolic process
metabolic process
protein metabolism
protein metabolism
transport

Cellular process
developmental process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
response to stimulus
response to stimulus
response to stimulus
response to stimulus
transport

transport

protein metabolism
response to stimulus
carbohydrate metabolism
metabolic process
metabolic process
rhythmic process

RNA metabolic process
rhythmic process

gene expression
transport

Cellular process

Cellular process
developmental process
protein metabolism
reproductive process
reproductive process
response to stimulus
signal transduction
transport

response to stimulus
response to stimulus
carbohydrate metabolism
metabolic process
protein metabolism
response to stimulus
metabolic process
metabolic process
oxidation-reduction process
RNA metabolic process
developmental process
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mdm-miR3627a

mtr-miR2592s-3p

mtr-miR2679a

mtr-miR5208a

o0sa-miR1427

0sa-miR1439

0sa-miR159f
osa-miR164e

0sa-miR1869
0sa-miR1877

0sa-miR2093-5p
0sa-miR2867-3p
0sa-miR2928
0sa-miR2928
0sa-miR2928

G0:0006511
G0:0010039
G0:0006002
G0:0006096
G0:0006002
G0:0009744
G0:0005975
G0:0035556
G0:0009793
G0:0006397
G0:0000160
G0:0006355
G0:0005986
G0:0006412
G0:0006096
G0:0006096
G0:0006535
G0:0019761
G0:0042744
G0:0009684
G0:0009266
G0:0006833
G0:0006003
G0:0006000
G0:0016310
G0:0045040
G0:0008152
G0:0006184
GO:0045727
GO0:0006414
G0:0050896
G0:0006084
G0:0015995
G0:0019344
GO0:0055114
G0:0009846
G0:0019722
GO0:0055114
GO:0006355
G0:0007623
G0:0006468
G0:0051607
GO:0009735
G0:0009987
G0O:0006096
G0:0048316
GO0:0055114
GO:0042742
G0:0001510
G0:0009452
G0:0006468
G0:0006952
G0:0022900
G0:0009853
G0:0009965

protein metabolism
response to stimulus
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
response to stimulus
carbohydrate metabolism
gene expression
reproductive process
RNA metabolic process
signal transduction
signal transduction
carbohydrate metabolism
metabolic process
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
developmental process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
response to stimulus
transport

carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
metabolic process
protein metabolism
metabolic process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
response to stimulus
metabolic process
metabolic process
metabolic process
oxidation-reduction process
reproductive process
signal transduction
oxidation-reduction process
gene expression

gene expression

protein metabolism
response to stimulus
response to stimulus
metabolic process
carbohydrate metabolism
developmental process
oxidation-reduction process
response to stimulus
RNA metabolic process
RNA metabolic process
protein metabolism
response to stimulus
metabolic process
metabolic process
metabolic process
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0sa-miR2928
0sa-miR2931

0sa-miR2928
0sa-miR2928

0sa-miR2928
0sa-miR2929
0sa-miR2930
0sa-miR2928
0sa-miR2928
0sa-miR2928

0sa-miR2928
0sa-miR2928

0sa-miR319a-3p.2-3p
0sa-miR319a-3p.2-3p
0sa-miR319a-3p.2-3p
0sa-miR319a-3p.2-3p
0sa-miR390-5p

0sa-miR5338

0sa-miR5510

0sa-miR5819

0sa-miR5832

ppt-miR1057

ppt-miR901

ptc-miR169b-3p

G0:0016117
G0:0006412
G0:0055114
G0:0055114
G0:0006511
G0:0045040
G0:0045040
G0:0009793
G0:0009793
G0:0006979
G0:0006952
G0:0006972
G0:0046686
G0:0051707
G0:0006979
G0:0009631
G0:0006833
G0:0001881
G0:0051788
G0:0008333
G0:0016192
G0:0008152
G0:0055114
G0:0006468
G0O:0006633
G0:0042335
G0:0000038
G0:0006415
G0:0006633
G0O:0009409
G0:0051607
G0:0006355
G0:0006351
G0:0006508
G0:0000272
G0:0006914
GO:0006355
G0:0006281
GO0:0046939
G0:0032258
GO:0006355
G0:0006468
GO:0005975
GO:0005975
G0:0042023
GO0:0043161
G0:0016567
G0:0006468
G0:0010286
G0:0051788
G0:0008152
G0:0015979
G0:0006096
G0:0010118
G0:0009555

metabolic process
metabolic process
oxidation-reduction process
oxidation-reduction process
protein metabolism
protein metabolism
protein metabolism
reproductive process
reproductive process
response to stimulus
response to stimulus
response to stimulus
response to stimulus
response to stimulus
response to stimulus
response to stress
transport

response to stimulus
signal transduction
transport

transport

metabolic process
oxidation-reduction process
protein metabolism
developmental process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
metabolic process
response to stimulus
response to stimulus
gene expression

gene expression

protein metabolism
carbohydrate metabolism
Cellular process

gene expression
metabolic process
metabolic process
protein metabolism

gene expression

protein metabolism
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
metabolic process
protein metabolism
protein metabolism
protein metabolism
response to stimulus
response to stimulus
metabolic process
metabolic process
carbohydrate metabolism
developmental process
metabolic process
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ptc-miR482c-5p

shi-miR5565d

sbi-miR6228-5p

wi-miR3624-5p

wi-miR3626-3p

zma-miR169a-3p

zma-miR169r-3p

miRNA'lar
ath-miR3440b-3p

ath-miR5021

ath-miR5655

bdi-miR319b-3p

G0:0016310
G0:0030488
G0:0008283
G0:0045132
G0:0006346
G0:0051567
G0:0009560
G0:0006396
G0:0000226
G0:0030154
G0:0000911
G0:0030010
G0:0009735
G0:0010048
G0:0051510
G0:0061025
G0:0043248
G0:0051510
G0:0061025
G0:0042023
G0:0006635
G0:0000085
G0:0009908
G0:0000085
G0:0045893
G0:0006952
G0:0006006
G0:0048513
G0:0044767
G0:0055085
G0:0000023
G0:0006098
G0:0019252
G0:0009767
G0:0006139
G0:0043085
G0:0006629
G0:0008152
G0:0008152
G0:0006457
GO numarsi
G0:0008150
G0:0009058
G0:0005975
G0:0006412
G0:0009058
G0:0009058
G0:0005975
G0:0006810
G0:0009653
G0:0009056
G0:0007049
G0:0009790
G0:0007165
G0:0009058

metabolic process

RNA metabolic process
developmental process
metabolic process
metabolic process
protein metabolism
reproductive process
RNA metabolic process
Cellular process

Cellular process
developmental process
developmental process
response to stimulus
response to stimulus
Cellular process

Cellular process

Cellular process

Cellular process

Cellular process
metabolic process
metabolic process
developmental process
developmental process
developmental process
response to stimulus
response to stimulus
carbohydrate metabolism
developmental process
response to stimulus
transport

carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
carbohydrate metabolism
metabolic process
metabolic process
positive regulation of catalytic activity
metabolic process
metabolic process
metabolic process
protein metabolism
Genel islevler
biological_process
biosynthetic process
nucleobase-containing compound metabolic process
translation

biosynthetic process
biosynthetic process
carbohydrate metabolic process
transport

anatomical structure morphogenesis
catabolic process

cell cycle

embryo development
signal transduction
biosynthetic process
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cca-miR396¢

cca-miR6108f

hci-miR156a

hvu-miR5049a

mdm-miR159c¢

mtr-miR395h

mtr-miR5227

mtr-miR5266

G0:0009056
G0:0016043
G0:0009987
G0:0008152
G0:0019538
G0:0009607
G0:0006950
G0:0007165
G0:0006810
G0:0008150
G0:0007049
G0:0019725
G0:0009987
G0:0006091
G0:0009058
G0:0009056
G0:0016043
G0:0009987
G0:0009987
G0:0006464
G0:0006629
G0:0006139
G0:0019538
G0:0006810
G0O:0009058
G0O:0009058
G0:0009987
G0:0006629
GO0:0019748
G0O:0009056
G0:0016043
G0:0009987
G0:0006810
G0:0008150
G0O:0009058
GO:0005975
G0:0006950
GO0:0007165
G0:0009653
G0:0008150
G0O:0009058
GO:0005975
G0:0006350
G0:0006810
G0O:0009058
GO:0005975
G0:0006350
G0O:0009058
G0:0009987
G0:0006629
G0:0008152
G0:0007165
G0:0006350
G0:0006412
G0:0006810

catabolic process

cellular component organization
cellular process

metabolic process

protein metabolic process
response to biotic stimulus
response to stress

signal transduction

transport

biological_process

cell cycle

cellular homeostasis

cellular process

generation of precursor metabolites and energy
biosynthetic process

catabolic process

cellular component organization
cellular process

cellular process

cellular protein modification process
lipid metabolic process
nucleobase-containing compound metabolic process
protein metabolic process
transport

biosynthetic process
biosynthetic process

cellular process

lipid metabolic process
secondary metabolic process
catabolic process

cellular component organization
cellular process

transport

biological_process

biosynthetic process
carbohydrate metabolic process
response to stress

signal transduction

anatomical structure morphogenesis
biological_process

biosynthetic process
carbohydrate metabolic process
transcription, DNA-dependent
transport

biosynthetic process
carbohydrate metabolic process
transcription, DNA-dependent
biosynthetic process

cellular process

lipid metabolic process
metabolic process

signal transduction
transcription, DNA-dependent
translation

transport
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nta-miR156f
0sa-miR160f-3p

o0sa-miR164d

osa-miR169a

0sa-miR172b

o0sa-miR396a-3p

0sa-miR444b.2

0sa-miR5076

0sa-miR529b

pab-miR3710

peu-miR2916

ppt-miR1074

ptc-miR156I

G0:0006350
G0:0008150
G0:0019725
G0:0009987
G0:0008152
G0:0009607
G0:0006810
G0:0006464
G0:0009607
G0:0007165
G0:0006350
G0:0008150
G0:0009056
G0:0009987
G0:0009653
G0:0008150
G0:0009058
G0:0005975
G0:0009056
G0:0016043
G0:0009987
G0:0006350
G0:0009058
G0:0005975
G0:0008152
G0:0015979
G0:0008150
GO:0007049
G0:0016043
G0O:0006950
GO:0007165
G0:0006350
GO:0006464
G0:0006259
G0:0006139
G0O:0006950
GO0:0007165
G0O:0009058
G0:0016043
G0:0009987
GO:0006464
G0:0006350
G0:0006412
G0:0006810
G0O:0009607
G0O:0006950
G0:0016043
G0:0006091
G0:0000003
G0:0008150
G0:0009058
G0:0005975
G0:0009056
G0:0006519
G0:0009653

transcription, DNA-dependent
biological_process

cellular homeostasis

cellular process

metabolic process

response to biotic stimulus

transport

cellular protein modification process
response to biotic stimulus

signal transduction

transcription, DNA-dependent
biological_process

catabolic process

cellular process

anatomical structure morphogenesis
biological_process

biosynthetic process

carbohydrate metabolic process
catabolic process

cellular component organization
cellular process

transcription, DNA-dependent
biosynthetic process

carbohydrate metabolic process
metabolic process

photosynthesis

biological_process

cell cycle

cellular component organization
response to stress

signal transduction

transcription, DNA-dependent
cellular protein modification process
DNA metabolic process
nucleobase-containing compound metabolic process
response to stress

signal transduction

biosynthetic process

cellular component organization
cellular process

cellular protein modification process
transcription, DNA-dependent
translation

transport

response to biotic stimulus

response to stress

cellular component organization
generation of precursor metabolites and energy
reproduction

biological_process

biosynthetic process

carbohydrate metabolic process
catabolic process

cellular amino acid metabolic process
anatomical structure morphogenesis
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G0:0009058 biosynthetic process

G0:0009056 catabolic process
G0:0016049 cell growth
G0:0006519 cellular amino acid metabolic process
G0:0006350 transcription, DNA-dependent
ptc-miR164f G0:0008150 biological_process
G0:0008150 biological_process
G0:0009628 response to abiotic stimulus
G0:0009719 response to endogenous stimulus
G0:0006350 transcription, DNA-dependent
rgl-miR164 G0:0009056 catabolic process
G0:0009987 cellular process
G0:0019538 protein metabolic process
G0:0006810 transport
sbi-miR6222-3p G0:0006350 transcription, DNA-dependent
smo-miR156d G0:0005975 carbohydrate metabolic process
G0:0009056 catabolic process
G0:0006259 DNA metabolic process
G0:0009790 embryo development
G0:0008152 metabolic process
G0:0006350 transcription, DNA-dependent
tae-miR1134 G0:0009653 anatomical structure morphogenesis
G0:0008150 biological_process
G0:0009058 biosynthetic process
tae-miR395b G0:0008150 biological_process
G0:0009056 catabolic process
G0:0019538 protein metabolic process
G0:0006412 translation
vvi-miR156e GO0:0007049 cell cycle
GO0:0007049 cell cycle
G0:0016043 cellular component organization
G0:0009987 cellular process
wi-miR167c G0:0008150 biological_process
G0:0030154 cell differentiation
G0:0016043 cellular component organization
G0:0009987 cellular process
G0:0006810 transport
wi-miR172a G0:0009056 catabolic process
G0:0005975 carbohydrate metabolic process
zma-miR156k-5p G0:0009987 cellular process
G0:0006629 lipid metabolic process
G0:0009058 biosynthetic process
zma-miR164b-3p G0:0005975 carbohydrate metabolic process
G0:0009056 catabolic process
G0:0009987 cellular process
G0:0015979 photosynthesis
G0:0009791 post-embryonic development
G0:0009606 tropism
zma-miR164c-3p G0:0008150 biological_process
G0:0009058 biosynthetic process
G0:0006412 translation
zma-miR169d G0:0009987 cellular process
G0:0006810 transport
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