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ÖZET 

 

BUĞDAYDA KÖK VE KÖK BOĞAZI ÇÜRÜKLÜĞÜ HASTALIĞI VE TUZA 

KARġI DAYANIKLILIK SAĞLAYAN miRNA (MĠKRORNA)’LARIN 

AKTĠVĠTESĠNĠN BELĠRLENMESĠ 

 

Abiyotik (tuz) ve biyotik (patojen) stresler, ekonomik önemi olan tahıllar dâhil, 

tüm bitkilerin normal fizyolojik iĢlevlerinde değiĢikliklere yol açmaktadır. Buğday 

(Triticum aestivum L.) yaĢamı süresince birçok stres faktörü ile karĢılaĢmaktadır. Bu 

stres faktörleri, buğday üzerinde nadiren de olsa tek baĢlarına etki yapabilirken, 

genellikle etkilerini eĢ zamanlı olarak gerçekleĢtirmektedirler. Bu tez çalıĢmasında gen 

ifadesi analizi yaklaĢımı olan mikroarray uygulaması ile buğdayın çoklu stres faktörleri 

ile yaprak ve kök dokularına ait örnekler alınarak buğdayda dayanıklı (R) ve hassas (S) 

genotiplerindeki miRNA‟lara ait ifade düzeyi saptanması amaçlanmıĢtır.  

Bu amaçla buğdayda kök ve kök boğazı çürüklüğüne neden olan F. culmorum ve 

B. sorokiniana patojenleri seçilerek R ve S genotiplerine bu patojenlerin aĢılaması 

yapılarak aĢırı nemli ortamda geliĢmesi sağlanmıĢtır. Ayrıca tuz uygulaması için stres 

grubu örnekleri 5 gün süre ile 200 mM NaCl çözeltisi ile muamele edilmiĢtir. Bu 

doğrultuda 11.861 adet miRNA probu içeren geniĢ çaplı mikroarray hazırlanarak R ve S 

genotiplerine ait 4 kütüphane oluĢturularak mikroarray taraması yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmada toplamda kontrol uygulamasına göre kat değiĢimi (fold change) 

1,45‟den fazla olan 131 miRNA tespit edilmiĢtir. F. culmorum ve B. sorokiniana 

patojenlerinin uygulanması sonucu 87 miRNA, tuz uygulamasında ise 44 miRNA‟nın 

ifade seviyelerinde değiĢim tespit edilmiĢtir. Ġfade seviyelerindeki değiĢimler hem 

kontrol ve stres uygulanmıĢ aynı çeĢitler arasında, hem de dayanıklı ve hassas çeĢitler 

arasında gözlenmiĢtir. ÇalıĢmamız sonucunda biyotik ve abiyotik uygulamaların etkileri 

sonucu ifade olan miRNA‟lar tespit edildiği gibi genotipik farklılıklar nedeniyle de 

ifade değiĢimleri gözlenmiĢtir. Elde edilen bu miRNA‟lara karĢılık gelen hedef genlerin 

de ifadelerinde benzer değiĢimler belirlenmiĢtir.  

Sonuçta R ve S genotiplerinde tespit edilen 87 miRNA‟nın kök ve kök boğazı 

çürüklüğüne, 44 miRNA‟nın ise tuz stresine yanıtta görev aldığı ve bu miRNA‟ların 

yaklaĢık 1200 üzerinde gen ailesini hedef aldığı tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmanın sonuçları 

biyotik ve abiyotik stres Ģartlarına dayanıklı çeĢitlerin ıslahında seleksiyon için yeni 

markörlerin elde edilmesine imkân sağlayacak potansiyelde olduğu öngörülmektedir.  

 

2014, 165 sayfa 

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

Tuz stresi, Mikroarray  



II 

 

ABSTRACT  

DETERMĠNATĠON OF MĠRNA ACTĠVĠTĠES FOR RESĠSTANCE AGAĠNST 

FOOT AND ROOT ROT DĠSEASE AND SALT STRESS ĠN 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 NaCl. 

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 

miRNAs 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. GĠRĠġ 

Ekmeklik buğday (Triticum aestivum L. AABBDD, 2n = 42) insan ve hayvan 

beslenmesinde kullanılan önemli tahıllardan biridir. Buğday üretimi kuzey kutbundan 

ekvatora kadar geniĢ bir alanda (deniz seviyesinden 3000 m yükseğe kadar) 

yapılmaktadır. Diğer besinlere göre adaptasyon sınırı çok geniĢtir (Scofield ve ark., 

2005). Dünya genelinde olduğu gibi ülkemizde de gerek ekim alanı gerekse üretim 

miktarı bakımından buğdayın önemi büyüktür. Buğday üretimini etkileyecek biyotik ve 

abiyotik faktörlerden herhangi biri tüm toplumları etkileyecektir. Çünkü buğday 

uluslararası ticarette yer alan, tüm dünyadaki bitkisel üretimin büyük bir kısmını 

oluĢturmaktadır (Gill ve ark., 2004).   

Ülkemiz, buğday üretiminde yıllar itibari ile kendine yeterli durumdadır. Ancak 

özellikle hava koĢullarının elveriĢsiz olduğu yıllarda üretimde düĢüĢler olurken, bazı 

yıllar hastalıklar özellikle pas, süne, kök boğazı çürüklüğü hastalığı ve kuraklık 

buğdayın kalitesini büyük oranda düĢürdüğünden, kaliteli ürün gereksinimi dıĢ alımla 

karĢılanmaktadır (FOA, 2013). Biyotik ve abiyotik stres faktörleri buğday üretiminde 

tahıl kalitesi ve verimi için önemli sınırlayıcı etkenlerdir. 

Bitkiler biyotik ve abiyotik streslere tolerans sağlamak için birden fazla mekanizma 

geliĢtirmiĢlerdir. Bu mekanizmalar aĢağıdaki gibi özetlenebilir; 

 Hücre zarında bariyer oluĢturulması ve zar yapısının değiĢmesi (Yakıt ve 

Tuna, 2006),  

 Ġyonların hücre zarından geçiĢi durdurmak veya vakuollerde depolamak 

(Parida ve Das, 2005), 

 Reaktif oksijen türevleri (ROT) ve antioksidan enzimlerin sentezinin 

arttırılması (Zhu, 2005),  

 Absisik asit (ABA) gibi bitki hormonlarının sentezinin artırılması 

(Borsani ve ark., 2003), 

 Tuza aĢırı duyarlılık (SOS) yolunun aktifleĢtirilmesi (Yılmaz ve ark., 

2011), 

 Strese bağlı olarak RNAi (RNA interferans= RNA müdahelesi) 

mekanizması ve MYB (myeloblastosis) gibi transkripsiyon faktörlerinin 

(Borsani ve ark., 2003) etkisi ile düzenleyici proteinlerin 

sentezlenmesidir (Yılmaz ve ark., 2011). 
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Bitkilerin strese karĢı koyma mekanizmalarından biri de RNA temelli savunma 

mekanizması olarak bilinen RNA interferans (RNAi)‟dır. Müdahaleci RNA veya RNAi 

olarak bilinen bu teknoloj ile biyotik veya abiyotik stres etmenine spesifik, hedef gen 

bölgeleri miRNA‟ (mikro RNA)‟lar ile susturularak, gerek patojen zararının gerekse 

kuraklık, tuz ve soğuk gibi abiyotik stres faktörünün etkisinin azaltılması 

amaçlanmaktadır (Kang ve ark., 2012).  

Biyotik ve abiyotik streslerin yol açtığı hasarı RNAi sistemine bağlı olarak 

azaltmak için bitkilerde; 

1) transkripsiyonel (RNA sentezi sırasında) 

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

3) translasyon sonrası (post-translasyon: protein üretimi sonrası) düzeylerde gen 

ifadesini yeniden programlamak için uyumlu yanıt mekanizmaları geliĢmiĢtir 

(Xin ve ark., 2010).  

 

Stres Ģartlarına bağlı olarak bu metabolik salgıların değiĢmesinde doğrudan 

miRNA‟lar ya da dolayısıyla MIR genleri rol oynamaktadır (Khraiwesh ve ark., 2012). 

RNA molekülleri nükleotidlerden oluĢan ve hücrede protein sentezini üstlenerek genin 

ifade edilmesini sağlayan iĢlevsel moleküllerdir. miRNA‟lar ise hücrede proteine 

dönüĢtürülmeyen küçük RNA molekülleridir. Hücrede mRNA proteine 

dönüĢtürülebilirken tRNA, rRNA ve daha küçük RNA‟lar (Çizelge 1. 1) proteine 

dönüĢtürülemez (Buckingham, 2003).  

 

Çizelge 1. 1. Proteine dönüĢebilen ve dönüĢemeyen RNA molekülleri 

RNA ÇeĢitleri 

Proteine dönüĢen Proteine dönüĢmeyen 

mRNA (mesajcı RNA) tRNA (taĢıyıcı RNA) 

 rRNA (ribozomal RNA) 

 snoRNA (küçük nükleolar RNA) 

 miRNA (mikro RNA) 

 snRNA (küçük nüklear RNA) 

 siRNA (küçük sessizleĢtirici RNA) 
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Bitki miRNA‟ları genellikle protein kodlamayan genomik bölgelerde bulunurlar 

ve kendi gen bölgelerinden üretildikleri düĢünülmektedir (Eldem ve ark., 2013). 

miRNA‟ların ökaryotik genomların %30‟unu kontrol ettiği düĢünülmektedir (Vaziri ve 

ark., 2012). miRNA‟ların intron bölgelerinde bulunmasından dolayı proteine 

dönüĢmedikleri belirtilmektedir (Kidner ve Martienssen, 2005). Kimyasal ve 

fonksiyonel olarak siRNA‟lara (kısa sessizleĢtirici RNA‟lar) benzemektedirler. 

siRNA‟lar gibi miRNA‟larda PTGS (Post transcriptional gene silencing = 

transkripsiyon sonrası gen sessizleĢtirme) olarak bilinen bir mekanizmayla genlerin 

transkripsiyonunu kontrol ederler (Bartel, 2004). Bugüne kadar, bitki miRNA'ları 

geliĢimsel geçiĢler, yaprak büyümesi, organ polaritesi, oksin sinyalizasyon ve RNA 

metabolizması dahil olmak üzere birçok süreçte iĢlev göstermiĢtir (Xin ve ark., 2010). 

Bitkilerde geliĢmeyi düzenlemenin yanında miRNA ve küçük diğer RNA‟lar aynı 

zamanda transpozon, retrotranspozon ve virüsler gibi genetik materyali baskılamak 

sureti ile genom bütünlüğünün korunmasına yardımcı olurlar (Tomari ve ark., 2004). 

Özellikle ticari öneme sahip bitkilere ait biyotik ve abiyotik stres Ģartlarında ifade edilen 

miRNA‟lar ve onların etkileĢimde bulunduğu hedef genlerin belirlenmesi ve bu genlerin 

bitki çeĢitlerinde modifikasyonu yerel ve ulusal kalkınma açısından önemli olacaktır. 

Ayrıca, TÜBĠTAK Vizyon 2023 raporunda biyotik ve abiyotik stres kaynaklarının 

saptanmasına ve gen kaynaklarının kullanımına yönelik çalıĢmaların hızlandırılması 

öncelikli konular arasında yer almaktadır. ÇeĢitli bitkilerde biyotik ve abiyotik stres 

Ģartlarında ortaya çıkan miRNA ve hedef gen aileleri Çizelge 1. 2‟de gösterilmiĢtir. 

Çizelge 1. 2. ÇeĢitli stres Ģartlarında ortaya çıkan miRNA ve hedef genleri 

(Eldem ve ark., 2013‟den kısaltılmıĢtır) 

Bitkiler Stres miRNA Hedef gen ve protein 

Arabidopsis, Arpa, 

Çeltik, Populus 

Kuraklık, Tuz, soğuk, 

Fungus patojeni 
miR156 Sbp ailesi TF 

Arabidopsis, soya 

fasulyesi 

Kuraklık, ABA, Tuz, 

Bakteri patojeni 
miR159 

Myb33 ve Myb101, 

Myb33 ve Myb65 Tf 

Populus, mısır, Çeltik Kuraklık, Tuz miR162 Dcl1 

Populus Mekanik stres miR164 Nac Tf 
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Çizelge 1. 2. (devamı) ÇeĢitli stres Ģartlarında ortaya çıkan miRNA ve hedef   

genleri (Eldem ve ark., 2013‟den kısaltılmıĢtır) 

Arabidopsis, Arpa, 

Soya fasulyesi, 

Buğday, mısır 

Tuz, Soğuk, Kuraklık 

Sıcaklık, Fungus ve 

Bakteri patojeni 

 miR165/  

miR166 

Hd-ZIP III Tf, 

Phabulosa, 

homeobox genleri 

Arabidopsis, Çeltik Kuraklık, Tuz, Soğuk  miR169 

Nf alt birim Y, 

ccaat-box bağlayıcı 

faktör 

Arabidopsis, Populus, 

Arpa, Çeltik 

Kuraklık, Mekanik, 

Tuz, Soğuk 
 miR171 Scl Tf 

Arabidopsis, Populus, 

Arpa, Çeltik 
Soğuk, Kuraklık  miR172 Ap2 Tf 

Arabidopsis, Çeltik 
Tuz, Kuraklık, Soğuk, 

Bakteri patojeni 
 miR319 Tcp ailesi Tf 

Arabidopsis, Çeltik, 

Buğday 

Tuz, Isı, Soğuk, 

Kuraklık, Bakteri ve 

Fungus patojeni 

 miR393 

F-box protein, 

Tir1protein, afb2 ve 

afb3 genleri 

 

Buğdayda biyotik ve abiyotik strese dayanıklılık birçok biyokimyasal çalıĢmanın 

yanında fenotipik gözlemlere de dayanmaktadır (Demirci, 2003). Buğday stres 

savunmasını bazı metabolik salgılarla düzenlemektedir (Özeker, 2005). Bu savunma 

sırasında patojen, hidrolitik enzim, toksin gibi kimyasal bileĢikleri kullanırken, bitkiler 

ise fiziksel bariyerlerin yanı sıra, savunma peptitleri, antioksidanlar, sekonder 

metabolitler ve antimikrobiyal özellikteki proteinlerin (Patojen ile bağlantılı proteinler; 

PR proteinleri) dâhil olduğu çok sayıda savunma unsurlarına sahiptirler. Antioksidanlar 

hücresel hasarların engellenmesinde görev yapmaktadırlar. Bu savunmada görev yapan 

bileĢikler patojenlerin neden olacağı zararı minimum düzeye indirmektedirler (Koç ve 

ark., 2008). Bitkide stres ile mücadelede en etkili yollardan bir tanesi o strese karĢı 

dayanıklı bitkilerin kullanılmasıdır. Dayanıklı bitkilerde, bitkinin bir stresle karĢılaması 

durumunda stres bitki iliĢkisinin bitkinin lehine değiĢerek bitkinin bu strese karĢı 

koyabilmesi gerekmektedir. Bitkilerde dayanıklılık sadece bitkinin genetik yapısına 

bağlı değildir (Agrios, 2005). Bu durumda strese neden olan patojenin kalıtsal 

özellikleri de önemli rol oynamaktadır. Burada bitkideki dayanıklılığı, konukçu ile 

patojenin genetik özellikleri arasındaki interaksiyon belirlemektedir. Bitkide 

enfeksiyonun geliĢmesinde ve enfeksiyon sonrası geliĢmelerde bitkinin dokusal ve 

biyokimyasal yapısı önemlidir (Değirmenci ve Ertunç, 2012). Yapılan çalıĢmalarda 

bitkiler patojenlere karĢı birçok savunma mekanizması geliĢtirmiĢ olduğu ortaya 
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çıkmıĢtır (Kantar ve ark., 2011). Bu savunma mekanizmaları patojenleri caydırıcı rol 

oynarken, kendi metabolizmasını düzenleyerek patojene karĢı koyarlar. Eğer bu 

etkileĢim patojenler için etkisiz kalırsa buna bağlı olarak hastalıklar ortaya çıkmaktadır. 

Görüldüğü gibi bitkiler, yaĢadığı ortamı patojen veya simbiyotik canlılarla paylaĢmak 

bazen de bu canlılarla rekabet etmek zorunda kalabilirler. Bu yüzden bitkiler ortama 

adapte olma iĢlevini çeĢitli moleküler ve fizyolojik olaylar sayesinde 

gerçekleĢtirmektedirler (Koç ve Üstün, 2008). Bitkilerde abiyotik streslere karĢı 

moleküler kontrol mekanizmaları stresle ilgili bazı genlerin aktivasyonuna ve ifadesine 

(regülasyon) dayanmaktadır. Bu genlerin ürünleri hücrenin iç ve dıĢ ortamla 

iletiĢiminde (signaling), genlerin transkripsiyonel kontrolünde, hücre zarı ve 

proteinlerin korunmasında, serbest radikallerin ve toksinlerin temizlenmesinde rol 

oynamaktadır (Wang ve ark., 2003). 

 

  Buğdayda Kök ve Kök Boğazı Çürüklüğüne Neden Olan Fungal 1.1.

Ajanlar 

 

Buğday yetiĢtiriciliğindeki en önemli sorunlardan biri Fusarium türleri 

tarafından oluĢturulan kök ve kök boğazı çürüklüğü hastalığıdır. Buğdayda kök ve kök 

boğazı çürüklüğünü oluĢturan türler arasında Fusarium culmorum (W.G. Smith), 

Fusarium graminearum (Schwabe) ve Bipolaris sorokiniana (Saccardo) baĢta 

gelmektedir (Cook ve Christensen, 1976).  

Dünyada tahıl üretimindeki kayıpların ortalama %34‟ü hastalık, zararlı ve 

yabancı otlardan kaynaklanırken buğday ve arpada kök ve kök boğazı çürüklüğü 

hastalığı nedeniyle % 10-40 arasında ürün kaybı olmaktadır (Değirmenci ve Ertunç, 

2012). Bu hastalıklara neden olan etmenlerden biri olan F. culmorum türü buğday, arpa, 

mısır ve çeltikte kök ve kök boğazı çürüklüğü hastalıklarını oluĢturmaktadır. F. 

culmorum ve B. sorokiniana buğdayda kök ve kök boğazı çürüklüğü hastalığının baĢ 

etmenlerinden biridir. F. culmorum buğday yetiĢtiriciliğinin yoğunlaĢtığı kök ve kök 

boğazı çürüklüğü hastalığının görüldüğü Ankara, Konya ve EskiĢehir yörelerinde 

yaygın bir patojendir (Tunalı ve ark., 2008). 

Kök ve kök boğazı çürüklüğü hastalığının en önemli belirtisi kök dokusunun 

zayıflamasıyla tahılın erken yatmasıdır. Buğdayın geliĢip iyi verimi vermesi için sağlıklı 
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bir kök sistemine sahip olması gerekir. Kök ve kök boğazı hastalığı bitkinin su ve besin 

(ksilem ve floem tıkanmasını sağlar) iletim düzenini bozarak verimi olumsuz 

etkilemektedir (ErdurmuĢ ve Katırcoğlu, 2008). Fungus yayılmasına bağlı olarak 

dokularda yoğun bir misel tabakası oluĢturarak, trikotesen grubunda bulunan bazı 

mikotoksinleri üretir ve yayılımını sürdürerek verim ve kalite kaybına neden olurlar 

(Tunalı ve ark., 2008). Verim ve kalitenin artırılması için bitki ıslahı çalıĢmaları 

geçmiĢten günümüze kadar yapılmaktadır. Klasik bitki ıslahı ile bu hastalık 

etmenleriyle mücadele edilebileceği gibi bitki fizyologları ise biyoteknolojinin 

geliĢmesi ile biyotik strese dayanıklılığın moleküler temellerini açıklamaya 

çalıĢmaktadır (Soldatini ve ark., 1985; Edreva, 1998). Bitkiler sadece bir strese maruz 

kalmazlar aynı anda birçok stres faktörü ile karĢı karĢıya kalabilirler. Gerek buğday 

gerekse diğer bitkilerin üretimi açısından sorun olan F. culmorum, B. sorokiniana ve 

diğer patojenlere karĢı iki türlü önlem alınabilmektedir. Bunlardan ilki „Kaçınma‟ 

olarak açıklamaktadır. Bu amaçla bitkiler, yapılarında morfolojik ve kimyasal 

değiĢiklikler gerçekleĢtirirler. Ġkinci dayanıklılık mekanizması ise „Tolerans‟ olarak 

bilinmektedir. Diğer bir ifade ile stres faktörünün etkisini azaltma çabasıdır ve bu 

amaçla hücre ve doku seviyesinde değiĢiklikler gerçekleĢtirilir (Poljakoff-Mayber ve 

Gale, 1975). Örneğin, hücre duvarının güçlendirilmesi (Zar Dayanıklılığı), sekonder 

metabolit üretimi ve prolin gibi stres proteinlerinin sentezlenmesi tolerans 

mekanizmasının baĢında gelmektedir (Koç ve ark., 2008). 

Kök ve kök boğazı çürüklüğü etmeni olan Fusarium‟a dayanıklılık, çevresel  bir 

çok faktörü içine alan özellik göstermektedir (Caroline ve ark., 2007). AktaĢ ve ark. 

(1999)‟a göre Konya ilinde buğday ve arpa ekiminde kalite ve verimi etkileyen 

hastalıkların baĢında kök ve kök boğazı çürüklüğü gelir ki bu hastalığı oluĢturan 7 tür 

içinde F. culmorum en önemlisidir. Demirci (2003), 10 ekmeklik buğday çeĢidiyle 

yaptığı çalıĢmada F. culmorum‟a karĢı Bezostoja ve Gün 91‟in orta derecede dayanıklı 

olduğunu ve F. graminearum‟a ise 10 buğday çeĢidinin hiçbirinin dayanıklı 

bulunmadığını belirtmiĢtir. Tunalı ve ark. (2008), ülke genelinde yapılan en kapsamlı 

sörvey çalıĢmalarından birinde kök ve kök boğazı çürüklüğü etmeni fungusların 

yaygınlığının bulunuĢ oranları ve ekolojik Ģartlarla iliĢkileri ortaya koymuĢtur. Bu 

çalıĢma sonuçlarına göre, tahıl yetiĢtiriciliğinin yapıldığı Orta Anadolu, Marmara ve 

Güneydoğu Anadolu Bölgelerinde özellikle sulanabilir alanlarda Fusarium 
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enfeksiyonları yaygındır (Arslan ve Baykal, 2002; Demirci, 2003; Hekimhan ve ark., 

2005). Yukarıda da kısmen ifade edildiği gibi kök ve kök boğazı çürüklüğü hastalığının 

birçok patojeni bulunmaktadır. Ülkemizde buğdayla yapılan çalıĢmalarda yaygın 

(dominat) patojen bölgeden bölgeye göre değiĢebilmektedir. Toprak kökenli olan B. 

sorokiniana, Fusarium spp. ve Rhizoctonia gibi funguslar kök ve kök boğazı hastalığı 

patojeni olarak tanımlanır (ErdurmuĢ, 2000). Trakya, Marmara ve Ege bölgesinde kök 

ve kök boğazı çürüklügü hastalığına neden olan patojenler arasında B. sorokiniana’ya 

da sıkça rastlamaktadır (ErdurmuĢ ve Katırcoğlu, 2008).  

Biyoteknolojik çalıĢmalarla hastalık etmenlerinin buğday kromozomları 

üzerindeki yeri tespit edilerek markör destekli seleksiyon yöntemiyle, yeni dayanıklı 

çeĢitlerin meydana getirilmesine yardımcı olunabilir (Bai ve Shaner, 1999). Tüm 

bunların yanında bu hastalık etmenlerine karĢı dayanıklı çeĢitlerden dayanıksız çeĢitlere 

klasik ıslah yöntemleriyle gen aktarımı da yapılabilir. Fusarium spp.‟ye dayanıklılığın 

buğdayda kantitatif lokuslar (Quantitative trait loci: QTLs) tarafından kontrol edildiği 

bilinmektedir (Pritsch ve ark., 2000). Patojen-bağlantılı (PR) proteinlerin bazıları 

duyarlılık reaksiyonu süresince uyarılmaktadır. Patojenlere yanıtla iliĢkili olduğu 

belirlenen bazı genler (Peroksidaz, PR-1, PR-2 (β-1,3-glukonaz), PR-3 (kitinaz), PR-4 

ve PR-5 taumatin benzeri proteinler)] (Pritsch ve ark., 2000) bilinmektedir. 

Son yıllarda RNA üretimi (transkriptomik) üzerine yapılan çalıĢmalar RNA‟ların 

özellikle stres Ģartlarına dayanıklılıkla ilgili düzenleyici görevler üstlendiğini göstermiĢ 

ve özellikle miRNA‟lardan bazılarının strese dayanıklılık mekanizmasında aktif rol 

oynadığı belirlenmiĢtir (Bartel, 2004; Ambros ve Chen, 2007; Khraiwesh ve ark., 2012). 

Bu çalıĢmada ekmeklik buğday çeĢitlerine F. culmorum ve B. sorokiniana 

patojenlerinin uygulaması yapılarak buğday çeĢitlerinde miRNA‟ya bağlı savunma 

mekanizmasında hangi miRNA‟ların görev aldığını tespit etmek amaçlanmıĢtır. Çünkü 

savunma amaçlı miRNA‟ların bitkiler âleminde gen dizileri korunmuĢ birçok miRNA 

gen ailesine dahil olduğu ve bunlardan bazılarının birbirinden oldukça uzak olan 

karayosunları ve çiçekli bitkiler arasında evrimsel olarak korunduğu gözlemlenmiĢtir 

(Axtell ve ark., 2011). 
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 Fusarium culmorum (W.G.Smith) ve Bipolaris sorokiniana (Saccardo)  1.1.1.

 

Fusarium cinsinin 100‟ün üzerinde türü bulunmaktadır (Gerlach ve ark., 1982). 

Fusarium cinsi oldukça heterojen bir gruba sahip olduğundan morfolojik ve 

biyokimyasal kriterlere göre türlerin teĢhisi oldukça zordur (Edel ve ark., 1995). 

Buğday yaĢam döngüsünün her aĢamasında F. graminearum ve F. culmorum’un veya 

B. sorokiniana‟nın neden oldugu kök ve kök boğazı hastalığına yakalanabilir. Ancak 

özellikle nemli ortam koĢullarında çiçeklenme ve tohum oluĢumunun görüldügü 

generatif evrede hastalık riskini daha da artırmakta ve bulunduğu ortamda fungal 

organizmanın rekabetinde avantaj sağlayan mikotoksinler ise hastalığın yayılmasında 

oldukça etkili olduğu bilinmektedir (Albayrak ve Yörük, 2012). Kök ve kök boğazı 

çürüklüğü hastalığı patojenleri olan fungusların morfolojik ve morfolojik olmayan 

özelliklerindeki yüksek çeĢitlilikten dolayı tanımlanması oldukça zordur. Fakat bu 

patojenler izolasyon, stereomikroskop, kültür çalıĢmaları, mikroskop incelemeleri ve 

patojenite testleri sonucunda ancak tanımlanabilmektedir (AktaĢ, 2001; ErdurmuĢ ve 

Katırcoğlu, 2008). Fungusun temel özellikleri makrokonidi‟nin Ģekli, mikrokonidi‟nin 

olup olmaması, mikrokonidi‟nın zincir yapısının olup olmaması ve konidiyoforlarının 

tipidir. Sekonder özellikler ise klamidyosporların varlığı, bunların yapılanması 

(konfigürasyon) ve pozisyonu, skeleroti ya da sporodokiya‟nın varlığıdır (Tunalı ve 

ark., 2008). Tanımlama ayrıca, koloni morfolojisi, besi yerindeki renklenmesi ve 

büyüme oranına bakılırak yapılmaktadır (Burgess ve ark., 1988). Günümüzde Fusarium 

izolatlarında kemotiplendirme kapsamında; HPLC (high performance liquid 

chromatography), GC/MS (gas chromatography-mass spectrometry) gibi yöntemler 

kullanılarak, üretilen mikotoksin tipi ve miktarı, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile 

de trikotesen biyosentezinde görev alan enzimleri Ģifreleyen genlerin ve 

transkriptlerinin varlığı ve miktarları belirlenebilmektedir (Chandler ve ark., 2003). 

Moleküler biyolojideki geliĢmelere bağlı olarak daha çok hastalığa dirençli bitki eldesi, 

hastalık etmenlerinin tür ve cins düzeyinde tanısı, genetik çeĢitliliğin ortaya çıkarılması, 

kemotiplerin belirlenmesi veya mikotoksin üretimi ile iliĢkili gen ifade profillerinin 

üzerine çalıĢmalar yoğunlaĢmıĢtır (Goswami ve ark., 2004; Albayrak ve Yörük, 2012). 

Son yapılan çalıĢmalarda özellikle F. culmorum ve F. graminearum türlerini 

ayırt edebilmek için iç transkripsiyon boĢluğu (ITS= Internal transcribed spacer) 
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bölgesinin dizi varyasyonlarından yararlanılmaktadır. F. culmorum ve F. 

graminearum’da ITS bölgesi türe özgü primerler elde etmeye olanak sağlayacak 

derecede polimorfiktir (Abdel-Satar ve ark., 2003). Ayrıca çeĢitli organizmalar arasında 

polimorfizmi değerlendirmek amacıyla çoğaltılmıĢ parça uzunluğu polimorfizmi 

(AFLP) yöntemi kullanılmaktadır. Bu yöntem daha çok funguslarda tür içi ve türler 

arası genetik varyasyonun belirlenmesi amacıyla yapılmaktadır. AFLP her bir 

reaksiyonun çözünürlük seviyesi ve tekrarlanabilirliği açısından tesadüfi çoğaltılmıĢ 

polimorfik DNA polimorfizmi (RAPD)‟ne göre daha avantajlıdır. Ayrıca AFLP 

yöntemi özellikle tür içi seviyede birçok fungus arasındaki varyasyonların ortaya 

çıkarılmasında büyük potansiyele sahiptir (Kılıçoğlu ve ark., 2008). Yapılan bir 

çalıĢmada Fusarium DNA‟sı EcoRI ve MseI restriksiyon endonükleazlarla kesilerek 

AFLP kalıpları ile birlikte, dört primer kombinasyonundan toplam 80 polimorfik AFLP 

profili elde edilmiĢtir. Bu sonuçlar gösteriyor ki Fusarium‟un moleküler 

karakterizasyonu için AFLP iyi bir yöntemidir (Abdel-Satar ve ark., 2003; Kılıçoğlu ve 

ark., 2008). 

F. culmorum konidia adı verilen ve fungusun yayılımında esas rol oynayan 

eĢeysiz (aseksüel) sporları üretmektedir. F. culmorum, kısa, sağlam, kalın-duvarlı ve 

hafifçe kıvrık uca doğru bariz incelmiĢ bir makrokonidi oluĢturmaktadır (Nelson ve 

ark., 1983). Fungus, bitki üzerinde yoğun bir misel tabakası oluĢturur, kısa bir hücresel 

büyümeden sonra hücre içine ve dıĢına yayılan hifler oluĢturarak konukçu dokuya zarar 

vermeye baĢlar. Buğday kök ve kök boğazı hastalığı doku üzerinde açık-koyu 

kahverenginden siyaha kadar değiĢen lezyonlar görünür (ġekil 1. 1 ). Funguslardaki ve 

bitkilerdeki morfolojik belirtiler hastalığın erken tanılanmasında oludukça önemlidir. 

Bu belirtilerin moleküler yöntemlerle daha erken fark edilmesi hastalığa karĢı önlem 

almada oldukça önemli olacaktır. 
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ġekil 1. 1. Buğday kökündeki F.culmorum‟un neden olduğu kök ve kök boğazı 

lezyonları 

 

 

 Tuz Stresinin Bitkilere Etkileri 1.2.

 

Abiyotik stres faktörlerinden biri olan topraktaki tuz artıĢı, hem tarım yapılan 

araziyi hem de o bölgede yetiĢen bitkileri olumsuz etkilemektedir. Toprakta tuz 

yoğunluğunun artmasına bağlı olarak bitkilerde su alım potansiyelinin azalmasına neden 

olurken bitki hücrelerinde bir dizi tepkinin oluĢmasına neden olmaktadır (Yılmaz ve 

ark., 2011). Abiyotik faktörlerden olan kuraklık ve tuz stresleri hücre zarı 

düzensizliğine, reaktif oksijen türlerinin oluĢmasına, fotosentez kapasitesinde azalmaya 

neden olmaktadır (Bartel ve ark., 2005).  

Ülkemizin genelinde kurak iklim koĢulları, tuzluluk ve çoraklığın oluĢumu için 

ideal ortamı oluĢturmaktadır. YağıĢlar ile eriyen tuzlar, fazla sıcaklığın etkisi ile 

bitkilerin etkin olarak kullandığı alanlarda çökelmekte veya toprak yüzeyinde birikerek 

tuz tabakaları oluĢturmaktadır. Bu nedenle ülkemize toprak kalitesi yönünden tarıma en 

elveriĢli alanlar, tuzluluk sorunundan dolayı kullanılamaz hale gelmektedir (Eyüpoğlu, 

1999). Yeryüzünde yıllık 10 milyon ha tarım arazisi tuz etkisiyle kullanılamaz hale 

gelmesi tuzlulukla ilgili sorunun boyutunu daha iyi göz önüne sermektedir. Özellikle 

kurak ve yarı kurak iklim bölgelerinde yetersiz yağıĢ ve yüksek buharlaĢma tuzluluğun 

baĢta gelen sebeplerindendir (Yılmaz ve ark., 2011). Diğer yandan yanlıĢ sulamalar ile 

özellikle drenaj koĢullarının kötü olduğu yerlerde tuzluluk olabilmektedir (Woods, 

1996). Sıklıkla kuraklık stresi ile birlikte yüksek sıcaklığında eklenmesiyle tuzluluk 

aĢırı verim kaybına neden olur ve kalitede azalma kaçınılmaz olur. Son yıllarda bitki 

fizyologları ve ıslahçıları, kültür bitkisi çeĢitlerinin tuza dayanıklılık açısından 
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varyasyonlarına eğilmiĢ ve saptadıkları farklılıklardan yararlanarak, tuza dayanıklı 

çeĢitler ortaya koymuĢlardır (Parida ve ark., 2005;  Öncel ve ark., 2002). 

Moleküler çalıĢmalar sayesinde tuz ve kuraklık streslerinde ifadeleri değiĢen 

birçok gen tanımlanmıĢtır (Ramanjulu ve ark., 2002). Buğdaya tuz stresi uygulanması 

sonucu PKABA1 geninin aktif hale geçtiği ve dayanıklık için protein kinazları 

kodladığı daha önce belirlenmiĢtir (Winicow, 1998). Tuz stresine dayanıklılığın önemli 

bir göstergesi olan „zar dayanıklılığı‟, stres koĢullarında bitki dokularında açığa çıkan 

serbest iyon miktarı saptanarak ölçülebilmekte, bu açıdan doku ekstraksiyonlarının 

elektriksel geçirgenliğini, mmhos/cm cinsinden ölçmek en sağlıklı göstergeyi 

oluĢturmaktadır (Poljakoff-Mayber ve Gale, 1975).  

 

Toprak çözeltisinde tuz yoğunluğunun artması ve su potansiyelinin azalması, 

bitki hücrelerinin ozmotik potansiyelini düĢürmekte ve bitkilerde bir dizi tepkinin 

oluĢmasına neden olmaktadır. Dolayısıyla, tuz stresi yoğunluk ve süresine bağlı olarak 

bitkilerde büyüme, geliĢme, çimlenme, hücre bölünmesi, fotosentez gibi pek çok 

biyolojik olayı etkilemekte ve tuzluluk, tarımsal alanlarda bitki verimliliği ile ürün 

kalitesini sınırlamaktadır (Bressan, 2008). Tuz stresi, bitkilerde çesitli geliĢim 

süreçlerinin yanında morfolojik, fizyolojik ve moleküler seviyede pek çok aksaklıklara 

neden olmaktadır (Yılmaz ve ark., 2011). Tuz stresine dayanıklılıkla ilgili olarak birçok 

bitki türünde çalıĢmalar mevcuttur (Parida ve ark., 2005). Sairam ve ark. (2002) 

yaptıkları çalıĢmada osmotik stresin buğday fidelerinin kök büyümesini azalttığını ve 

bunun sonucunda bitkilerin topraktan yeterli besini alamadıklarını tesbit ettiklerini 

belirtmektedirler.  

Buğdayda, Öncel ve KeleĢ (2002)  „Bezostaja-I‟,  „Seri-82‟ ve  „Kıraç-66‟ 

çeĢitlerine tuz stresinin uygulanması ile yapılan çalıĢmada kök ve sürgün büyümesi, 

fidelerdeki turgor değiĢimi ile klorofil içeriğinin değiĢimi incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada 

tuz uygulaması kök ve sürgün büyümesi 200 mM NaCl uygulaması altında 5 gün gibi 

kısa bir süre kalmasına rağmen önemli ölçüde engellendiği görülmüĢtür. Sürgün 

büyümesi ise tuz uygulama süresince kontrol fidelerine oranla %10 ile %27 arasında 

azalma göstermiĢtir (P<0.05; ġekil 1. 2). 

Diğer bitkilerde olduğu gibi buğdayda da tuz stresinin erken dönemde teĢhis 

edilmesi verim ve kalitedeki zararı azaltma veya önlemede oldukça etkili olacaktır.  
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ġekil 1. 2. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinden Bezostaja-I(Bez), Seri-82 

(Seri), Kıraç (Kır.) bitki büyümesinde değiĢmeler. [Kök boyu (genotip 

P=0.004, tuz P=0.008), sürgün boyu (tuz P=0.01)(Öncel ve KeleĢ, 2002)]. 

 

 

  MikroRNA (miRNA) 1.3.

 

Genomdan kopyalanan mikroRNA‟lar, küçük kodlanmayan ve düzenleyici 

olarak iĢlev yapan RNA moleküllerinden biridir (Kang ve ark., 2012). miRNA‟lar 

birçok organizmanın genlerinin ifade edilmesinde önemli roller oynamaktadırlar 

(Bartel, 2004). miRNA‟lar  ~21 nukleotid uzunluğunda olup, DICER-(DCL) benzeri 

nükleaz enzimler tarafından öncü (precursor) sap-ilmik (stem-loop) yapısındaki pre-

miRNA‟ların kalıp olarak kullanılması ile iĢlev kazanırlar. Olgun (mature) miRNA ise 

RNA ile bütünleĢmiĢ (indüklenmiĢ) gen susturma kompleksine [RNA-induced silencing 

complex (RISC)] katılarak hedefteki mRNA transkriptini parçalar veya durdurur. 

Dolayısıyla hedef gen ifadesinin bu sayede baskılanarak transkripsiyon sonrası susturma 

gerçekleĢmiĢ olur (Atalay, 2007; Hammond, 2000; Reinhart, 2002). miRNA‟lar 

bitkilerde oldukça korunmuĢ (conserved) halde bulunurlar ve spesifik hedef mRNA‟ları 

ile yüksek seviyede eĢleĢme sağlarlar (Vaziri ve ark., 2012). Bu miRNA‟lar eĢleĢme 

veya tamamlayıcılık durumu ile ilgili hedef mRNA‟yı parçalamak ya da baskılamak 

amacıyla iĢlev görmektedir (ġekil 1. 3) (Khraiwesh ve ark., 2012). 
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ġekil 1. 3. Translasyon engellenmesi veya mRNA‟nın parçalanması (Khraiwesh 

ve ark., 2012) 

 

 

Yukarıda da bahsedildiği gibi bitki miRNA‟ları 3 mekanizmayla gen ifadesini 

düzenler. 

a) Tamamlayıcı hedef mRNA‟nın bölünmesi,  

b) Hedef mRNA‟nın translasyonunun baskılanması,  

c) Hedef mRNA‟nın transkripsiyonel sessizleĢtirilmesi (Khraiwesh ve ark., 

2012). Bitki miRNA‟ları hedef mRNA‟larına çok yüksek tamamlayıcılar olduğu için, 

miRNA‟ların aktivitesinin protein sentezi mekanizmasını kısmen veya tamamen etkiler. 

Bu düĢünce Arabidopsis AGO1 (Argonat), HEN1 (Hua enhencer) ve HYL1 

(Hyponastic leaves1) mutantlarındaki hedef mRNA‟ların yükseltilmiĢ transkrip 

düzeyleriyle desteklenmiĢtir (Atalay, 2007; Hammond, 2000; Khraiwesh ve ark., 2012). 
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 Bitki miRNA’larının Biyogenezi 1.3.1.

 

Bitki miRNA‟ları genellikle protein kodlamayan intron bölgelerde bulunurlar ve 

kendi genlerinden üretildikleri (Eldem ve ark., 2013) düĢünülmektedir (ġekil 1.4). 

Bazen miR395 kümesindeki gibi miRNA genleri pek çok miRNA‟nın tek temel 

transkripten kopyalandığı ve kümeler olarak bulunduğu görülmüĢtür (Bartel, 2004 ).  

miRNA‟lar çeĢitli olgunlaĢma aĢamasının sonucunda öncü miRNA olan pri 

miRNA‟lardan elde edilir (Song ve ark., 2004). 

Fonksiyonel miRNA‟nın oluĢumu 3 temel adım içermektedir:   

 1-Çift iplikli RNA (ds-RNA)‟yla miRNA iĢleminin baĢlatılması,  

 2-miRNA‟ların iĢlenmesi ve miRNA‟nın 3‟–O–metilasyonu   

 3-miRNA‟nın stoplazmaya taĢınması ve RISC ile metillenmiĢ miRNA‟nın 

birleĢmesi.  

miRNA‟lar ile birleĢen efektör kompleks kısmi veya bütünüyle tamamlayıcı bir 

yaklaĢımla hedefleriyle etkileĢmektedir (Jones-Rhoades ve ark., 2006; Khraiwesh ve 

ark., 2012). 

 

 

ġekil l. 4. Bitki miRNA‟larının biyogenezi. (Jones-Rhoades ve ark., 2006). 
BaĢlangıç miRNA‟ları RNA polimeraz II tarafından transkript edilir ve cap ve 

poli – A kuyruk eklemesiyle iĢlevlenir. BaĢlangıç miRNA DCL1‟in 

aktivitesiyle miRNA/miRNA* dupleksine iĢlevlenir. miRNA/miRNA* dupleksi 
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5` fosfotaz ve 2 nükleotit uzunluğunda 3` çıkıntılara (overhang) sahiptir. 

miRNA/miRNA* dupleksinin 3‟ Ģekerleri HEN1 ile metillenir. miRNA 

dupleksi HST ve bazı ilave faktörlerle (olgun miRNA RISC içeren AGO1‟le 

birleĢir) sitoplazmaya taĢınır. Diğer tarafta, miRNA* ekzonükleazlarla 

parçalanır. SessizleĢtirme kompleksindeki miRNA hedef bölme yeteneğine 

sahiptir ve traslasyonu baskılar 

 

Birinci aĢamada çift iplikli RNA (ds-RNA)‟yla miRNA iĢleminin baĢlatılması 

için bitki miRNA transkriptleri RNA polimeraz II‟yle oluĢturulur ve öncül transkriptler 

(pri – miRNA) sap-ilmik yapısıyla karakterize edilir. Bu transkriptlerin bazıları Ģapkalı 

(capped), poliadenilatlı ve tıraĢlanmıĢ (spliced) olarak bulunmuĢ ve diğerleriyle benzer 

bir yapıda iĢlev gördüğü düĢünülmüĢtür (Eldem ve ark., 2013; Kang., 2012; Vazquez ve 

ark., 2008). Yani miRNA, intron bölgeden veya genomik DNA‟dan RNA polimeraz II 

tarafından transkribe edilir. Buradan ilk olarak oluĢan öncü miRNA olarak bilinen pri-

miRNA [500 - 3000 baz çifti (bp)] sentezlenirken 5‟ ucunda “cap‟‟ ve 3‟ ucunda “poli 

A” kuyruğu bulunur (ġekil 1. 7). pri-miRNA gövdelerindeki baz eĢleĢmeleri 

Guanin/Urasil eĢleĢmesinde olduğu gibi düzensiz olduğunda kendine özgü bir ikincil 

yapı düzeni oluĢur (Tomari ve ark., 2004; Karakurt ve ark., 2007). Pri-miRNA dizisi 

öncü korunmuĢ diziler ve sap-ilmik içeren pre-miRNA dizisinden daha uzundur 

(Saydam ve ark., 2011). Pri-miRNA‟lar RNA polimeraz II transkriptlerinin yanında; 

dsRNA, viral RNA‟lar veya RNA‟ya bağlı RNA polimeraz 1 – 6‟dan (RdRP) 

üretilebilir (Tang ve ark., 2003). RdRP‟lerin kalıpları atipikal miRNA‟lar veya bitkiye 

özel RNA polimeraz IV‟ün transkriptlerini içerir.  

Ġkinci aĢama ise bir kb‟ye kadar uzunlukta sap-ilmik içeren pri – miRNA‟lar 

Dicer gibi RNase III tipi endonükleazların aktivitesiyle baĢlar (Sunkar ve Zhu, 2007; 

Kang, 2012). Pri-miRNA mikroiĢlemci adı verilen DICER benzeri-I tipi RNAz III, SE 

[serrate, nükleer cap bağlama kompleksi (CBC)] ve HYL1 (Hyponastic leaves1) içeren 

kompleks yardımı (Bolongna ve ark., 2013) ile pre-miRNA oluĢturur (Park ve ark., 

2002; Reinhart ve ark., 2002; Hiraguri ve ark., 2005; Dong ve ark., 2008). SE ve HYL1 

proteinleri DCL1 yardımının yanı sıra pri-miRNA tanınması ve yönlendirilmesinde 

önemli bir rol oynayabilemektedir (Yang ve ark., 2006). Bitkilerde bu olay çekirdekte 

gerçekleĢirken pri-miRNA, DDL (dawdle) proteiniyle etkileĢir bu sayede pri-

miRNA‟nın ikincil yapısı stabilize edilir (Eldem ve ark., 2013). 

miRNA üretimindeki üçüncü aĢamada olgun miRNA‟ya HEN1 (Hua Enhencer) 

tarafından metil takılıp HST proteini tarafından sitoplazmaya gönderilir. Bu aĢama aynı 
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zamanda olgun miRNA dupleksinin 3‟ –O – metilasyonudur. Sülfür –adenosilmetiyonin 

– bağımlı metiltransferaz, HEN1 ile birlikte bitkilerde tüm küçük boyutlu RNA‟ların 

metilasyonunu katalizleyerek susturma iĢlemini gerçekleĢtirir. Metilasyon iĢlemi 3‟ 

üridilasyonunu ve küçük RNA‟ların nihai bozunmasını önler (Yang ve ark., 2006).  

miRNA‟nın son aĢamasında olgun ve metillenmiĢ miRNA‟ların sitoplazmaya taĢınması 

ve sessizleĢtirme kompleksinin (RISC) bir araya gelmesidir (Bartel, 2004). 

Sitoplazmaya miRNA taĢımak için HST (Hasty) proteini gerekli olduğu belirtilmekte 

ancak miRNA taĢınımının tam mekanizması bilinmemektedir. Bununla birlikte HST 

hayvansal taĢıma exporting 5‟in bir homoloğudur ve bazı miRNA‟ların HST ile temasta 

olduğu bilinmektedir (Yang ve ark., 2006; Wijnhoven ve ark., 2007). Öte yandan 

miRNA birikimi HST‟nin null mutantlarında gözlemlenmiĢtir. miRNA/miRNA* 

dubleksinin bir ipliği efektör fonksiyonunu göstermek için RISC ile birleĢir (Reinhart ve 

ark., 2002). Ġplik seçimi miRNA/miRNA* dubleksi olup olmayan enerjitik asimetrisine 

bağlıdır. miRNA ipliklerinin 5‟ucu miRNA 3‟ ucundan çok daha az kararlıdır ve bu 5‟ 

ucunu içeren iplikler RISC‟le birleĢir. ĠliĢkilendirilmemiĢ miRNA ipliği RISC üzerinde 

miRNA‟nın yüklenmesinden sonra hızlıca parçalanır (Reinhart ve ark ., 2002; Kidner ve 

Martienssen, 2005). miRNA‟nın hem 5‟ucu hem de 3‟ucuna RISC kompleksine 

bağlanabilir. Buna gore miRNA‟nın 5‟ucu RISC kompleksine bağlandığında 3‟ucu 

parçalanmakta, miRNA‟nın 3‟ucu RISC kompleksine bağlandığında ise 5‟ucu 

parçalanmaktadır. Parçalanan bu miRNA, miRNA* olarak adlandırılmaktadır (Guo ve 

Lu, 2010). 

 

 

 DICER (DCL) Enzimi 1.3.2.

 

DICER enzimi (DLC) RNAaz III ailesinin üyesidir. DLC fungus, bitki ve 

memelilerde evrimsel olarak korunmuĢtur (Henderson ve ark., 2006). DLC dört farklı 

yapıya (domene) sahip olup (ġekil 1. 5) bunlar N-bölgesinde (terminal) helikaz domeni, 

PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille proteinlerini içeren bir domen) domeni, iki katalitik 

RNase III domeni ve C-bölgesinde ise dsRNA bağlama domeni (dsRBD) bulunmaktadır 

(Bernstein ve ark., 2001). DLC‟nin tıraĢlama (spliced) aktivitesi iki katalitik RNase III 

domeni tarafından sağlandığı öngörülmektedir (Karagüzel ve ark., 2007; Bernstein ve 
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ark., 2001; Szweykowska- Kulinska ve ark., 2003; Agrawal ve ark., 2003; Khanna ve 

ark., 2007). 

 

 

 

ġekil 1. 5. DICER proteininin domen yapısı (Bernstein ve ark., 2001) 

 

DCL‟nin sahip olduğu helikaz yapısı (domeni) ise, bu kesim aĢamasından ziyade 

siRNA zincirinin açılması ve tek zincirinin RISC kompleksine aktarılması sırasında rol 

almaktadır. PAZ domeni nükleotite bağlanma ve dsRNA‟nın enzime bağlanmasında rol 

almaktadır (Bernstein ve ark., 2001). Bitkilerde DICER genlerinin farklılığı hücre 

kopyalanmasında farklı stratejilerin kullanıldığını göstermektedir (Henderson ve ark., 

2006). DCL geni bitkilerde bol miktarda bulunmaktadır. Farklı bitki çeĢitlerinde farklı 

miktarda DCL bulunabilir (Kang ve ark., 2012). Arabidopsis thaliana L. genom 

yapısında dört adet, Populus trichocarpa genomlarında beĢ adet ve Çeltik (Oryza sativa 

L.) genomlarında altı adet DCL geni bulunmaktadır. DCL enzimlerinin fonksiyonları A. 

thaliana'da tanımlanmıĢtır. Bütün DCL enzimleri dört tipte sınıflandırılmıĢtır (Çizelge 

1. 3) ( Margis ve ark., 2006) 

 

Çizelge 1. 3. DCL enzim çeĢitleri, domen yapısı ve fonksiyonları  

 

Arabidopsis‟de 4 tip DICER like (DCL) protein vardır. Her bir enzimin ürünleri 

farklı boylara sahiptir. DCL1; 18 – 21 nükleotid uzunluğunda ürünlere sahiptir ve 

miRNA üretiminde kullanılmaktadır (Vazquez ve ark., 2008). DCL2; 22 nükleotid 

uzunluğunda ve viral dsRNA'lardan siRNA üretiminde kullanılmaktadır. DCL3; 24 

DCL 

çeĢitleri 

DCL protein domen yapısı Fonksiyonu 

DCL1 DEAD kutusu ile Raz III, dsRNA'yı-

bağlama, Helikaz, PAZ, DUF 283 

miRNA sentezi 

DCL2 RNase III dsRNA-bağlanma 21 nt si-RNA sentezi             

DCL3 RNase III dsRNA-bağlanma 24nt si-RNA sentezi 

DCL4 RNase III dsRNA bağlanma, helikaz, paz  21 nt si-RNA sentezi 
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nükleotid uzunluğunda, kromatinlerin modifikasyonunda kullanılmaktadır ve DCL4 ise 

21 nükleotid uzunluğunda ürünlere sahip trans-acting siRNA (ta-siRNA) üretiminde rol 

oynamaktadır. DCL1, DCL2, DCL3 ve DCL4 genleri genomda tek kopya olarak 

bulunmaktadır (Henderson ve ark., 2006). DCL proteinlerinin ürünleri 3‟ çıkıntılarla 

(overhang) karakterize edilir (Yao ve Sun, 2012). Bu özellik asıl (öz = putative) 

miRNA‟ların belirlenmesi için derin sekanslama verisini analiz etmede yaygın bir 

Ģekilde kullanılır. 

Bitkilerde sadece DCL1 aktivitesi olgun miRNA‟nın çekirdekte oluĢumu ve 

miRNA birikimi için yeterlidir (Baumberger ve Baulcombe, 2005). Hayvanlarda ise bu 

iĢlemler dizisi iki aĢamalı olup pri-miRNA çekirdekte, pre-miRNA sitoplazmada oluĢur. 

Hayvanların aksine pre – miRNA bitkilerde nadiren belirlenir ve her iki bölünme 

reaksiyonu çekirdekte meydana gelir. Bölünme spesifitesi temelde sap-ilmik yapısı 

değiĢmeksizin pri – miRNA dizisinin modifikasyonuyla doğrulanan pri -miRNA‟nın 

ikincil yapısına bağlıdır (Baumberger ve Baulcombe, 2005). DCL1 aktiviteyi keseceğini 

göstermek için HYL1 ve SE (serrate) ile etkileĢir (Dong ve ark., 2008) ve bu genlerin 

mutantları DCL1 mutantları gibi öldürücüdür. Sonuç olarak DCL1, RNA bağlayıcı 

protein olan DDL (dawdle) proteiniyle etkileĢir. pri-miRNA‟nın ikincil yapısı DDL 

tarafından stabilize edilir (Vazquez ve ark., 2008; Kruszka ve ark., 2012; Eldem ve ark., 

2013; Yu ve ark., 2008). Bitki hücresi için DCL1'in önemi araĢtırmalar sonucu ortaya 

çıkmıĢtır. DCL1 sadece miRNA'nın geliĢimine bağlı değil aynı zamanda sitoplazmik 

RNA toplanmasının düzenlenmesinde de rol oynar. DCL2, DCL3 ve DCL4 proteinleri 

tam anlamda DCL1'in yerine kullanılamaz (Margis ve ark., 2006). Pri-mi RNA'lar ve 

uzun sitoplazmik RNA'lar hücresel hairpinler içerirler. Hairpinler ise DCL1'in 

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

 

 

RISC, nükleaz aktiviteli ve asimetrik yapılı RNA-çoklu protein kompleksidir (ġekil1. 6-

a) Yapısında endonükleaz, ekzonükleaz ve helikaz enzimlerini içermektedir (ġekil 1. 6-

b ) (Karagüzel ve ark., 2007). 

 

 

 

ġekil 1. 6. a) RISC ve olgun miRNA b) Asimetrik yapılı RISC kompleksi modeli 

(Karagüzel ve ark., 2007) 

 

 

miRNA‟ların RISC kompleksine tam entegrasyonundan sonra Argonat (Ago) 

proteinleri ile ya hedef mRNA‟nın kesilmesi ya da protein translasyonunun 

baskılanması gerçekleĢmektedir. miRNA, hedef mRNA‟nın 3'deki UTR (translasyona 

uğramayan bölgeye) veya mRNA‟nın ORF (açık okuma çerçevesi)‟ye bağlanmaktadır 

(Shomon ve Levy, 2009). mRNA‟nın 3' UTR bölgesine miRNA‟nın bağlanması 

kusurlu, tam olmayan veya eksik eĢleĢme gösterdiğinden translasyonun baskılanması 

gerçekleĢirken ORF bolgesine bağlanma ise tam eĢlesme gosterdiğinden dolayı Ago 2 

proteinleri tarafından mRNA‟nın parçalanması gerçekleĢtirilir (ġekil 1. 7) (Shomon ve 

Levy, 2009; Sun ve ark., 2010) 
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ġekil 1. 7. miRNA nın, hedef mRNAdaki 3' UTR veya 3‟ ORF‟ye bağlanması 

(Görür ve Tamer, 2011) 

 

 

 Argonat Proteini 1.3.4.

 

Argonat (Ago) proteinleri sadece RISC kompleksine özel proteinlerdir. RISC‟in 

temel komponenti olan ago proteini mRNA kesimi için katalitik bölgedir (Gündoğdu ve 

Çelik, 2009). Ago proteinleri iki korunmuĢ domen yapısı içermektedir. Ago proteinleri 

tek iplikli RNA‟yı bağlayan Paz ve RNaseH‟a benzer aktiviteye sahip Piwi domenine 

sahiptir (ġekil 1. 8). Paz yapısı aynı zamanda DLC‟de de bulunurken Piwi 

yapısı(domen) ise bu proteinlere özgüdür (Baumberger ve Baulcombe, 2005; Karagüzel 

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

 

 

 

ġekil 1. 8. Argonat proteininin domen yapısı (Karagüzel ve ark., 2007) 
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Arabidopsis‟de belirlenen 4‟ü fonksiyonel olarak karakterize edilen 10 argonat 

proteini vardır. AGO proteinlerinin bazıları transpozonların metilasyonunda fonksiyonel 

iken AGO7 ve AGO10 Arabidopsis‟in normal geliĢimi için istenir, fakat aktivite 

mekanizması henüz bilinmemektedir (Baumberger ve Baulcombe, 2005). AGO7 

fonksiyonu ta–siRNA (trans – acting küçük müdahaleci RNA) biyogeneziyle alakalıdır. 

AGO 6 epigenetik mekanizma için sitozin metilasyonunda fonksiyonel olup 24 

nükleotitd uzunluğundaki heterokromatin alakalı sRNA‟la iliĢkilidir. miRNA 

aktivasyonunda rol alan tek AGO proteini AGO1‟dir. AGO1 düzenlenmesinin iki 

aĢamada gerçekleĢmektedir. Bunlardan birinci aĢama Ago 1 ve miR168 genlerinin 

birleĢmesi, ikinci asama ise Ago1'in sentezlenmesi yoluyla miR168 gen birikmesinin 

dengelenmesidir (Baumberger ve Baulcombe, 2005). AGO1 miRNA hedeflerinin 

bölünmesini katalize eder ve AGO1 mutantları miRNA hedeflerinin daha yüksek 

düzeylerine sahiptir. 

 

 

miRNA KeĢfi ve Buğdayda KorunmuĢ miRNA’lar 1.4.

 

mikroRNA‟lar ilk olarak Lee ve çalıĢma arkadaĢları tarafından 1993 yılında 

Victor Ambros laboratuarında keĢfedilmiĢtir. Bu çalıĢmada ilk miRNA olarak bilinen 

lin-4 tesbit edilmiĢtir (Lee ve ark., 1993). Daha sonra yine hiçbir protein kodlamayan 

let-7 Caenorhabditis elegans‟da Reinhart ve ark., (2000) tarafından tesbit edildikten bir 

yıl sonra küçük ve protein kodlamayan bu moleküller mikroRNA (miRNA) olarak 

adlandırılmıĢtır (Koptekin ve ark., 2013). Bundan bir yıl sonra ise bitkilerdeki ilk 

miRNA Arabidopsis‟de tesbit edilmiĢtir (Park ve ark., 2002). Daha sonra miRNA‟lara 

bağlı çalıĢmalar giderek armıĢ ve PTGS (Transkripsiyon sonrası gen sessizleĢtirilmesi) 

olarak bilinen bir mekanizmayla genlerin transkripsiyonunun kontrol edildiği 

buğdaygillerde tesbit edilmiĢtir (Ünver ve ark., 2009). miRNA‟ların keĢfinden sonra 

yapılan araĢtırmalarda özellikle korunmuĢ miRNA‟ların bitki savunma sisteminde rol 

aldığı belirlenmiĢtir (Gupta ve ark., 2012). 

 Bilindiği üzere angiospermler dikotil ve monokotil olarak ikiye ayrılırlar dikotil 

bitkilerde görülen miRNA‟lara bağlı savunma mekanizmaları, son zamanlarda özellikle 

Çeltik (Oryza sativa), Aegilops tauschii, Arpa (Hordeum vulgare L.), Brachypodium 
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distachyon L., Elaeis guineensis, Akdarı (Sorghum bicolor), Festuca arundinacea, 

Saccharum officinarum, Ekmeklik buğday (Triticum aestivum L.), Mısır (Zea mays L.) 

ile yapılan çalıĢmalarda monokotil bitkilerde de görülmektedir (Zhang ve ark., 2009; 

Yao ve ark., 2007; Dryanova ve ark., 2008; Kantar ve ark., 2008). Gupta (2012) 

Arabidopsis, buğday, arpa, mısır ve çeltik‟de yaptığı çalıĢmada biyotik enfeksiyona 

karĢı miRNA düzenlenmesinde genelde aynı miRNA‟ların görev aldığını 

gözlemlemiĢtir (Çizelge 1. 4). 

Çizelge 1. 4. Buğdayda korunmuĢ (conserved) miRNA‟lar ve Fonksiyonları 

(Gupta ve ark., 2012) 
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miRNA’ları Tesbit Etme Yöntemleri 1.5.

 

Yapılan çalıĢmalara bağlı olarak baĢta bitkiler olmak üzere hayvanlarda, 

virüslerde ve küflerde miRNA tanımlama ve karekterizasyon artarak devam etmektedir. 

Tesbit edilen bazı miRNA‟lar miRBase v20 (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/) 

ve PMRD (http://pmted.agrinome.org/images/second_logo.png) verilmiĢtir. Tesbit 

edilen bu miRNA‟lardan bazıları tamamen biyoinformatik (bilgisayar dayalı) 

yöntemlerle bazıları ise deneysel metodlardan yararlanılarak saptanmıĢtır. 

Biyoinformatik yöntem, miRNA‟lardaki dizi ve yapı korunmuĢluğunu (conservation) 

arama ve bu homolojileri saptama üzerine kuruludur. Bugüne kadar Reinhart ve ark. 

(2002), Jonnes-Rhoades ve ark. (2004) ve Sammanani ve ark. (2004) bitki 

miRNA‟larının saptanması hususunda bilgisayar tabanlı metotlar kullanarak birçok 

miRNA tesbit etmiĢlerdir. Diğer metod da ise örneğin, 58 buğday miRNA‟sı deneysel 

olarak saptamıĢtır (Yao ve ark., 2007).  

miRNA‟ları spesifik dönem, doku ya da hücreye göre tanımlama ve kantitatif 

olarak ölçme metodları onların iĢlevlerinin anlaĢılması için çok önemlidir. Deneysel 

yöntemlerle miRNA tesbitinde Northern hibridizasyonu, klonlama ve küçükRNA 

kütüphanelerinin dizilenmesi, mikroarray analizleri, SYBR Green 1 analizi ve miRNA 

TaqMan URL prob deneyi gibi metodlar oldukça yaygındır (Eldem ve ark., 2013).  

Fakat bu metodların etkinliği ve hassasiyeti düĢük olup çok miktarda örnekleme 

için uygun değildirler. Bunların yerine daha etkin, hassasiyeti yüksek ve sayısal olarak 

ölçüm olanağı sağlayan qRT-PCR metodu kullanılmaktadır. miRNA‟ları ölçebilmek 

için hücrelere yönelik birçok metod geliĢtirilmiĢtir (Park ve ark., 2002). qRT-PCR 

metoduyla 25 pg (pikogram) kadar total RNA kullanarak doğru sonuçlar almak 

mümkündür (Park ve ark., 2002). Fakat buna rağmen qRT-PCR‟ın kullanımında bazı 

problemlerde mevcuttur. 

Bunlar miRNA‟nın doğal yapısından Guanin (G) / Sitozin (S) mikarına bağlı 

olarak erime sıcaklıkların farklı olması ve miRNA ailesinde birkaç baz farkının 

olmasından kaynaklanmaktadır. Buna rağmen RT reaksiyonu ürünleri ise amaçlanan 

özel miRNA‟nın sayısal olarak ölçümü için qRT-PCR ile SYBR Green I ya da Taqman 

tabanlı RT-PCR deneyleri (ġekil 1.9) yaygın olarak kullanılmaktadır (Eldem ve ark., 

2013).  
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qRT-PCR temelde iki aĢamadan oluĢur. Ġlk aĢamada, bir sap-ilmik RT primeri 

tasarlanır, bu primer ise ölçülmesi amaçlanan miRNA‟ya yapıĢarak onun üzerinden 

cDNA sentezlenir. Ġkinci aĢamada ise spesifik olarak miRNA için hazırlanan ileri 

primeri ve sap-ilmik‟e uygun olan universal geri primeri (5‟GTGCAGGGTCCGAGGT-

3‟) ile spesifik bir qRT-PCR reaksiyonu yapılır (Yanık ve ark., 2013). SYBR Green I 

yönteminde kullanılan floresan boya sadece çift zincirli DNA‟ya bağlanır. Çift zincirli 

DNA, RT- PCR cihazında konulur sonra DNA zinciri ayrıĢmaya baĢladığında araya 

girmiĢ olan boya serbest hale geçerek floresan ıĢıma yapar. Bu ıĢımanın miktarından 

elde edilen erime eğrisinden faydalanılarak spesifik olmayan ürünlerin çoğalmasında 

Tm derecesi arasında farklılıkla belirlenmektedir. 

Bu erime sıcaklığı DNA parçacığındaki bulunan GC/AT oranına bağlıdır. 

Reaksiyon tamamlandıktan sonra sıcaklığı belli aralıklarla ve belli oranda yükseltilerek 

floresan miktarı belirlenmektedir (Varkonyi-Gasic ve ark., 2007). 

Çoğaltılan DNA‟nın istenilen hedef bölge olduğunu anlayabilmek için SYBR Green I 

yönteminde özgül olmayan amplifikasyon ürünlerinin ve primer dimerlerinin kontrolü 

için agaroz jel elektroforezinden yararlanılmaktadır. Ayrıca bu sorunların tesbiti için 

baĢka bir analiz daha yapılabilmektedir. Erime eğrisi (Melting curve) analizinde her çift 

zincirli DNA‟nın kendine özgü bir erime sıcaklığına (melting temperature, Tm) sahiptir 

(Kubista ve ark., 2006). 

 



25 

 

 

ġekil 1. 9. TaqMan ve SYBR Green ile olgun miRNA‟nın RT-PCR ölçme 

metotları (Eldem ve ark., 2013) 

 

Bu tez çalıĢmasında besin olarak tüketilen ve dünyada geniĢ alanda yayılım gösteren 

buğdayda fungal hastalık ve tuz stresinde ifade olan tüm miRNA‟ların mikroarray 

analizleri yöntemi ile karakterizasyonu yapılmaktadır. Bu çalıĢma kapsamında göz 

önünde bulundurulacak baĢka bir nokta ise Triticum aestivum’a ait olan miRNA‟ların 

ifade düzeylerinin profilinin çıkarılmasıdır. Ġfade düzeylerinin bu organizmadaki farklı 

stres Ģartlarında aynı dokuda araĢtırılmasının;   

a) Triticum aestivum‟daki miRNA ların ve onların hedeflediği genlerin daha 

kapsamlı bir Ģekilde analiz edilmesi,        

b) miRNA‟ların ifade düzeylerinin aynı doku ve organlarda farklı stres faktörleri 

altında karĢılaĢtırmalı olarak analiz edilmesiyle biyotik strese bağlı olarak organlarda 

hangi miRNA‟ların aĢırı ifade edildiğine ve/veya aĢırı miktarda baskılandığına bakarak 

streste rol alan miRNA‟ların birde bu açıdan tartıĢılması,   

 c) miRNA mikroarray analizleri sonunda ulaĢılan ve önemli görülen miRNA‟ların 

ifade düzeylerini, hedefledikleri genlerin ifade düzeyleri ile birlikte analiz edilmesiyle 

miRNA‟ların hedef genlerin ifadelerini ne ölçüde düzenlediği tesbit edilerek stres 

mekanizmasının bir baĢka açıdan daha yorumlanması, gibi sonuçları olacaktır. 

 



 

 

 

 

2. ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

 

Kök ve Kök Boğazı Çürüklüğü Hastalığı ve Dayanıklılık Tipleri 2.1.

 

Kök ve kök boğazı hastalığı erken devrede oluĢmuĢsa hassas çeĢitlerde hastalıktan 

kısa bir süre sonra fide ölümleri meydana gelmektedir. F. culmorum ve B. sorokiniana 

bitkinin ksilem borularını tıkar ve toprakla iliĢkisini keserek, bitkide solgunluk ve daha 

sonra akbaĢak oluĢumuna da neden olabilir (AktaĢ ve ark., 1995). Bitki zayıfladığından 

bu durum tahılların yatmasına neden olur. Genel olarak, F. culmorum ve B. sorokiniana 

toprak ve tohumla yayılır (AktaĢ ve ark., 1995). Ekmeklik buğday çeĢitlerinin önceki 

çalıĢmalarda kök ve kök boğazı çürüklüğü hastalığına hassas ve dayanıklılığı tesbit 

edilmiĢtir. Demirci (2003) 10 çeĢitle yaptığı çalıĢmada F. culmorum’a karĢı Bezostoja-I 

ve Gün-91‟in orta derecede dayanıklı olduğunu ve F. graminearum’a ise 10 buğday 

çeĢidinin hiçbirinin dayanıklı olmadığı belirtmektedir. Kök ve kök boğazı çürüklüğü 

hastalığı ile ilgili yapılan bu çalıĢmada farklı buğday çeĢitlerinde F. culmorum' un 

oluĢturduğu  hastalık (%) Ģiddetleri incelenmiĢ, çeĢitler arasında fungusa dayanıklılıkta 

varyasyon belirlenmiĢ ve hastalık Ģiddetine en yüksek hassasiyet Mızrak çeĢidinde 

%75,46, en düĢük hassasiyet ise Bezostaja-I çeĢidinde % 23,54 olarak rapor edilmiĢtir 

(ġekil 2.1; Demirci, 2003). 

 

ġekil 2. 1. Farklı buğday çeĢitlerinde F.culmorum, F.graminearum ve B. 

sorokiniana’nın oluĢturduğu hastalık Ģiddetleri oranları (Demirci, 2003).  

 

 



27 

 

Çizelge 2. 1. Mızrak ve Bezostaja-I buğday çeĢitlerinde B. sorokiniana'nın 

oluĢturduğu kök ve kök boğazı hastalığının % Ģiddetleri (Demirci, 2003). 

ÇeĢitler % Hastalık ġiddeti ve Tekerrür Ortalama Reaksiyon 

tipi 

ÇeĢitler  1 2 3 4   

Bezostaja-I  24.00 28.00 35.00 30.00 29.00±2.29 MR 

Mızrak-98 55.00 62.00 80.00 80.00 69.25±6.37 MS 

Gün-91 30.00 42.00 36.67 43.33 38.00±3.03 MR 

* Farklı harf alan ortalamalar arasındaki fark önemli bulunmuĢtur (P=0.05). MR (Orta 

dayanıklı ), MS (Orta hassas), S (Hassas). 

 

Günümüzde klasik ıslah çalıĢmaları, enfeksiyon baĢlangıcına ve enfeksiyonun 

yayılmasına dayanıklılığı olan buğdaylardan faydalanılarak yapılmaktadır. Fakat bu tip 

dayanıklıkta bitki hastalığa karĢı kısmen toleranslıdır ve biyotik etmenlerle baĢa 

çıkmada yetersiz kalırlar. Aynı zamanda F. culmorum tarafından da oluĢturulan baĢak 

yanıklığı enfeksiyonun yayılma düzeyinde dayanıklılıkla iliĢkili olarak buğdayda 1B, 

2AL, 3BS, 3A, 5A ve 6B kromozomları üzerinde lokuslar tesbit edilmiĢtir (Bai ve ark., 

1999). Bitkilerde Fusarium enfeksiyonuna dayanıklılık mekanizmaları 5 gruba ayrılır:  

a) Enfeksiyon baĢlangıcına dayanıklılık (Tip 1),     

b) Enfeksiyonun yayılmasına dayanıklılık (Tip 2),  

c) Tohum/tane enfeksiyonuna dayanıklılık (Tip 3),  

d) Hastalığa dayanıklılık (Tip 4),   

e) Mikotoksinlere dayanıklılık (Tip 5). 

ġu anda Fusarium türlerine yüksek düzeyde dayanıklılık gösteren bir çeĢit 

bulunmamakta, ancak yapılmakta olan bazı çalıĢmalarda toleranslı çeĢitlerin enfeksiyon 

ve yayılım süresince F. culmorum’a aktif savunma yanıtları verdikleri bilinmektedir 

(Kang ve ark., 2000). Patojen enfeksiyonuna maruz bırakılan bitkilerde savunma yanıtı 

genleri olarak bilinen ve PR (Pathogenesis-related proteins) proteinlerini kodlayan bir 

grup genin, patojen-bitki etkileĢiminde temel rol oynadığı bilinmektedir (Koç ve ark., 

2008). Fusarium‟a dayanıklılığın moleküler düzeyde incelenmesinde, hassas ve 
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dayanıklı genotiplerde gen-bağlantılı miRNA‟ların tesbiti ve patojen-konak iliĢkilerine 

dair daha fazla bilginin elde edilmesi önem taĢımaktadır. 

 

 

 Biyotik Stres Yanıtlarında Bitki miRNA’larının Fonksiyonları 2.2.

 

GeliĢimde ve abiyotik streste miRNA‟ların rolü yoğun bir Ģekilde çalıĢılmasına 

rağmen, biyotik strese yanıtta miRNA‟ların fonksiyonları çok yakın zamanlarda 

çalıĢılmaya baĢlanmıĢtır. Bununla alakalı ilk çalıĢma Arabidopsis‟de yapılmıĢtır. PAMP 

(patojen iliĢkili moleküler numune) yaygın bir Ģekli de bilinen Pseudomanas syringae 

(Pts)‟un respörü olan flg22, peptitden elde edilen bir bakteri F – box proteindir. flg22 

ise TIR1‟i hedefleyen miR393‟ün ifade edilmesini baĢlatmıĢtır (ġekil 2. 2; Navarro ve 

ark., 2006). TIR1 (transport inhibitorü yanıt proteinleri), oksin kaynaklı fizyolojik 

yanıtlarda iĢlev gören bir oksin reseptörüdür. Benzer bir çalıĢma Pst DC3000 

(Pseudomanas syringae fonksiyonel tip III salgı sistemi) ile enfekte edilmiĢ 

Arabidopsis‟te gözlemlenmiĢtir (Eldem ve ark., 2013). Arabidopsis TIR1 mutantta 

miR393 dirençli TIR1‟in overekspresyonu (aĢırı ekspresyonu) baskılanarak Pst 

DC3000‟e hassasiyeti arttırmıĢtır (Navarro ve ark., 2006). Bu sonuçlar miRNA‟ların 

PTI (PAMP teĢvikli bağıĢıklık) mekanizmasında kritik bir yerdedir. miR393 bitkilerin 

antibakteriyel yanıt mekanizmasında önemli bir rol oynamaktadır. miR393 bitkilerde 

transkripsiyon faktörüne etki ederek patojenle iliĢkili proteinin ekpresyonunu 

düzenleryerek patojenin yayılmasına engel olabilmektedir (Khraiwesh ve ark., 2012). 
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ġekil 2. 2. Biyotik strese yanıtta bitki miRNA‟ları (Vionnet, 2009). (A) DüĢük 

miR393 düzeyleri altında, TIR1 F – box proteinleri oksin faktörlerinin 

ubiquitin kaynaklı degradasyonunu baĢlatır ve savunma yanıtlarını 

baskılayan oksin yanıt genlerinin giriĢini düzenler. Orta panelde, 

flg22‟ye sahip FLS2‟nin aktivasyonu oksin yanıt genlerinin 

baskılanmasıyla sonuçlanan TIR1‟in bölünmesine yol açar. (B) 

miRNA‟nın üretimi pozitif ve negatif düzenleyicilerle bir dengede devam 

ettirilir 
 

 

Bitki-mikroorganizma etkileĢim sırasında mikroRNA‟lar önemlidir. Örneğin, 

Rhizobium bakterisinin azot (N) fiksasyonunu ve Agrobacterium’ların tümör 

oluĢumunun düzenlenmesinde miRNAların görev aldığı bilinmektedir (Combier ve ark., 

2006). Ayrıca, oksin (IAA) stresine yanıt faktörleri olan ARF‟ler  rhizobial enfeksiyon 

sonucunda yapraklarada  (ARF10, ARF16 ve ARF17) miR160, miR393, miR164 ve 

miR168‟i hedef ve ifade düzeylerini değiĢtirir (Zhou ve ark., 2008; Khraiwesh ve ark., 

2012).  

Bitkilerde, Arabidopsis’de bitkisel antibakteriyel (PTI) miRNA olarak ilk 

miR393 teĢhis edilmiĢtir (Khraiwesh ve ark., 2012). Tütünde, miR156, miR160 ve 

miR164 mozaik virüs enfeksiyonu sonrası uyarılmıĢ olup çeĢitli miRNA aileleri farklı 

tepki ifadeleri ortaya koyabilmektedirler (Khraiwesh ve ark., 2012). Çam da pas mantarı 

fusiforme pas hastalığına neden olur. Örneğin fusiform enfeksiyonunda miR156 ve 
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miR160 tepki ifadesi olarak artıĢ göstermektedir (Bazzini ve ark., 2007; Subramanian 

ve ark., 2008). En son veriler göstermektedir ki miRNA‟lar buğday‟da külleme 

(powdery mildew) enfeksiyonuna karĢı tepkiyi etkilemektedir. KorunmuĢ miRNA'ların 

bazıları göstermiĢtir ki küllemeye tepki olarak miR156, miR159, miR164, miR171 ve 

miR396 ifadesinde azalma (down regüle) olurken miR393, miR444 ve miR827 sırasıyla 

ifadesinde artma (up regüle) olduğu görülmüĢtür (Xin ve ark., 2010). Fungal strese 

maruz kalmıĢ bitkilerde miR160 ifadesi artıĢ gösterirken GH-3 gen ifadesini (gen 

expresiyon) ve ARF10 engellenerek tohum çimlenmesini ve bitki örtüsünün oluĢumunu 

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

miR156 ailesi, bitkilerde çiçeklenme peryodunu, yaprak geliĢim süreci ve tohum 

geliĢimi gibi evrelerde yer alan SBP (squamosa promoter bağlayıcı protein) 

transkripsiyon faktörü kontrol etmektedir. miR156 hem abiyotik (kuraklık, tuzluluk) 

hem de biyotik (fungal, bakteriyel) streslerde görev alarak ifade seviyesi değiĢmektedir 

(Lui ve ark., 2008). Khraiwesh ve ark, (2012) yaptığı çalıĢmada biyotik (Fungal) streste 

görev alan bazı miRNA‟lar Çizelge 2. 2 verilmiĢtir. 

Çizelge 2. 2. Biyotik streste (Fungal) düzenlenmiĢ bazı miRNA‟lar ve hedef 

proteinleri (Khraiwesh ve ark., 2012)       

Fungal stresteki miRNA   Hedef proteinleri 

 

 

 

 

 

 

 

Buğdayda, strese yanıt olarak miRNA'ların fonksiyonları halen tam olarak 

bilinmemekte, ancak yapılan birçok araĢtırmalarda abiyot ve biyotik strese tepki olarak 

buğdayda küçük RNA'ların ifade seviyeleri incelenmiĢtir. Strese yanıt olarak 

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 
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miRNA‟ların önemli rolleri hakkında ipuçları sağlanmıĢtır (Yao ve Sun, 2012). Xin ve 

ark. (2010) külleme enfeksiyonu ve ısı stresine duyarlılığı belirlemek için 

gerçekleĢtirilen yüksek verimli sekanslamada topamda 22 miRNA‟nın küf 

enfeksiyonuna önemli ölçüde duyarlı olduğunu tesbit etmiĢtir (Yao ve Sun, 2012). 

Örneğin, külleme enfeksiyonunda yakın- izogenik dayanıklı hat JD8 - PM30 göre 

duyarlı JD8 buğday çeĢidinde miR156‟nın ifadesi azalmıĢtır. Küf stresine maruz 

bırakılan buğdaylarda, miR156 ifadesi ile hedef genler (Ta3711 ve Ta7012) arasında 

negatif bir iliĢki belirtilmiĢtir (Xin ve ark., 2010). Patojene duyarlı miRNA baĢka 

örneğinde ise, JD8 buğday çeĢidindeki küf enfeksiyonunda sentezi artan miR393 

görülmektedir. ÇalıĢmanın ilginç olan yanı oksin sinyal yolu ile ilgili miR393 

salgılanma modelleri belirgin olmasıdır. Bu modelde yakın izogenik JD8 ve JD8 - 

PM30 arasında oksin sinyalinin farklı olduğu görülmüĢtür, bu nedenle, miRNA‟dan 

etkilenen oksin yollarının külleme hastalık direncini de önemli ölçüde etkilediği 

görülmüĢtür (Xin ve ark., 2010; Yao ve Sun, 2012). Buna ek olarak, Bu çalıĢmada 9 

miRNA'nın istatistiksel olarak sıcaklık stresine karĢı önemli derecede duyarlılık 

gösterdiği belirlenmiĢtir. Aynı çalıĢmada, miR172 ifadesi önemli ölçüde (1,5 kat) 

azalırken miR156, miR159, miR160, miR166, miR168, miR169, miR827 ve miR2005 

dahil 8 miRNA'nın ifadesi önemli ölçüde artıĢ göstermiĢ, miR168 ise 2.9 misli ifade 

artıĢı sağlamıĢtır. 

Khraiwesh ve ark. (2012) yaptığı çalıĢmalarda fungal ve bakteriyel enfeksiyonda 

miR160 ve miR393 görev alırken viral ve yine fungal enfeksiyonda miR156, miR160 

ve miR164 görev aldığı görülmüĢtür. Bundan baĢka fonksiyonel analizler 

göstermektedir ki abiyotik direnç gibi biyotik dirençte de bu hayati roller için önemli 

ölçüde miRNA'lara ihtiyaç vardır. Bu anlayıĢ miRNA‟ların eĢliğinde bitkilerin strese 

genetik toleransları için yeni araçlar sağlamaktadır (Yao ve Sun, 2012). 

 

 Abiyotik Stres Yanıtlarında Bitki miRNA’ların Fonksiyonları 2.3.

 

Tuz stresi hücre içinde birçok farklı mekanizmanın uyarılmasına neden olduğu 

tahmin edilen stres koĢulları ve bunların etkileri mikroarray teknikleri ile derinlemesine 

incelenebilmekte ve bu mekanizmaların etkileĢimleri ile ilgili önemli bilgiler elde 

edilebilmektedir (Khan ve ark., 2007). AĢırı sıcaklık, tuzluluk, besin eksikliği ve 
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kuraklığı içeren abiyotik stres yanıtlar bitkilerde binlerce genin ifadesini kontrol ettiği 

ve bu genlerin bazılarının ise miRNA‟lar tarafından düzenlenmiĢ olduğu belirlenmiĢtir 

(Li ve ark., 2010; Reyes ve Chua, 2007). Özellikle tanskripsiyon sonrası gen 

susturulmasında küçük RNA'ların önemli rolleri göz önüne alındığında, abiyotik stres 

düzenleyici gen ifadesi bunların katılımı gibi görülebilmektedir (Yao ve Sun, 2012). 

Sunkar ve Zhu (2004) yaptığı çalıĢmada soğuk, dehidrasyon, yüksek tuz ve absisik asit 

gibi farklı abiyotik strese maruz kalmıĢ Arabidopsis fidelerinde abiyotik strese duyarlı 

birkaç yeni miRNA ve küçük RNA'ların kütüphanesini teĢhis etmiĢlerdir (Khraiwesh ve 

ark., 2012).  

Bitkilerde çok sayıda genler ve transkripsiyon faktörleri tuz stresinden etkilenirken 

miRNA'lar Arabidopsis'de abiyotik streste mineral eksikliğine karĢı duyarlıdırlar (Yao 

ve Sun, 2012). Besin noksanlığında miRNA‟nın rolü miR399‟u çalıĢılarak tesbit 

edilmiĢtir. miR399 fosfat eksikliği durumunda UBC (ubiquitin bağlayıcı enzimi)‟nin 

çalıĢmasını hedeflemiĢtir. Dahası, miR399‟u aĢırı ifade eden transgenik Arabidopsis 

bitkileri yabani tip bitkilerden daha fazla fosfat biriktirmiĢ ve birincil köklerde fosfat 

raportör geninin daha yüksek düzeyine sahip olduğu görülmüĢtür. Mineral eksikliğinde 

miRNA‟ları rolü ATP sülfürilaz (APS) proteinlerinin etkileĢimini gösteren çalıĢmalarla 

desteklenmiĢtir. Asp1 geninin miR395 tarafından düzenlendikleri tesbit edilmiĢtir 

(Eldem ve ark., 2013). miR395, ATP sulfur APS1, APS3 ve APS4 kodlayan genleri 

hedefler. Bu enzimler, inorganik sülfat asimilasyon da ilk adımı katalizler ve sülfür 

birikiminde (Liang ve ark., 2010) görev alırlar (Khraiwesh ve ark., 2012).  

Oksidatif stres yanıtları aynı zamanda miRNA‟larla düzenlenir. Oksidatif stres 

reaktif oksijen türlerinin oluĢumunu baĢlatır ve süperoksit dimütazlar (SOD) gibi 

temizleyiciler bitkiye hasar veren molekülleri uzaklaĢtırır. miR398‟in hedefleri 

Arabidopsis ve çeltikte Cu (bakır) -SOD olarak bulunmuĢ ve miR398‟in aĢırı 

ekspresyonu Cu – SOD‟nun seviyesini azaltmıĢtır. Daha ilginç olanı, düĢük seviyede Cu 

Ģartları altında, Cu – SOD‟un seviyelerinde azalma olup miR398 seviyesi 

yükselmektedir. miR398, Cu homeostasi ve oksidatif stresin önemli bir düzenleyicisidir 

(Yamasaki ve ark., 2000; Lu ve ark., 2008). Ayrıca tuzlulukla ilgili olarak Cu/Zn 

süperoksit dismutaz (CSD1 ve CSD2) genlerini miR398 hedeflediği bulunmuĢtur 

(Eldem ve ark., 2013).  
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Bitki hormonlarıyla miRNA‟ların etkileĢimi ABA yanıtlarını çalıĢarak 

keĢfedilmiĢtir (Reyes ve Chua, 2007). miR159 ABA uygulanmıĢ fidelerde artıĢ 

gösterirken miR159‟un hedef geninin MYB (myeloblastosis) transkripsiyon faktör ailesi 

olduğu doğrulanmıĢtır (Eldem ve ark., 2013). miR159 myb33, myb101 genlerinin 

aktivitelerini baskılanmaktadır. miR159‟un ekspresyonu ABA‟ya olan duyarlıdır buna 

bağlı olarak çiçeklenme zamanı engelenmektedir. miR159, myb33, myb101 ve myb65 

transkripsiyon faktör genlerini hedefleyerek tuzluluk, kuraklık, bakteriyel ve fungal 

patojenlere yanıtında da görev almaktadır (Yanık ve ark., 2013). 

Ayrıca miR393, miR397b ve miR402 ABA‟yla alakalı diğer miRNA‟lardan 

bazılarıdır (Reyes ve Chua, 2007). Yine tuz ve soğuk stresine maruz kalan bitkilerde 

miR393 artmakta TIR1 aktivitesi durdurularak oksin iletimi engellenmektedir (Williams 

ve ark., 2005; Jones-Rhodes ve ark., 2006; Chen, 2009). Bu sonuçlar stres yanıtlarıyla 

alakalı hormonların aktivitelerinden bir kısmını doğrulamıĢtır. Son zamanlarda, 

Arabidopsis‟de yüksek tuzluluk, kuraklık ve soğuk gibi stres duyarlı miRNA‟lar 

(miR168, miR171ve miR396) tesbit edilmiĢ, böylece miRNA‟ların abiyotik strese 

adaptif yanıtta rol  oynadığını gösteren bulgular elde edilmiĢtir (Khraiwesh ve ark., 

2012). Yine yapılan bir çalıĢmada, kuraklığa dayanıklı yabani buğday (Triticum 

turgidum ssp. dicoccoides) kuraklık stresine yanıt olarak miRNA ifade düzeyni 

mikroarray çipleri kullanarak araĢtırılmıĢtır. Yaprak ve kök dokularda toplam 438 

miRNA tesbit edilmiĢtir. Yapılan bu çalıĢmada 13 miRNA (miR1867, miR896, 

miR398, miR528, miR474, miR1450, miR396, miR1881, miR894, miR156, miR1432, 

miR166 ve miR171) kuraklık stresine yanıt olarak düzenlenmiĢ olduğu bulunmuĢtur 

(Khraiwesh ve ark., 2012; Kantar ve ark., 2010). En önemli abiyotik stres faktörlerinden 

biride ağaç türlerindeki mekanik strestir. Bu stresle alakalı olarak miR156, miR162, 

miR164, miR408, miR475, miR480 ve miR481 bulunmuĢtur (Lu ve ark., 2008). Bu 

nedenle mekanik strese yanıtta miRNA‟lar bulunmaktadır. 

Zhou ve ark. (2009) çalıĢmasında miR169 ailenin üyesi olan miR169g ve 

miR169n‟nın, yüksek tuzluluk tarafından indüklendiği rapor edilmiĢtir. Sonuç olarak 

miR156, miR164, miR167 ve miR396 aile üyelerinde tuzlu ortamda azalma olmamıĢtır. 

Son zamanlarda, tuza dayanıklı ve duyarlı iki hatta (Zea mays) 'da miRNA profilini 

araĢtırmak için kullanılan mikro-dizi deneylerinde miR162, miR168, miR395 ve 
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miR474 tuzlu ortamdaki mısır köklerinde arttığı tesbit edilmiĢtir (Khraiwesh ve ark., 

2012). Köklerde miR168 artıĢına bağlı olarak AGO1 proteini oluĢumu sağlanırken buna 

bağlı olarak miRNA biyosentezi düzenlenmektedir (Vaucheret ve ark., 2004).  

Mikroarray teknikleri ile tuz stresine maruz kalan Arabidopsis fidelerinden bir 

miRNA kütüphanesi oluĢturulmuĢ olup tuz stresine maruz bırakılan Arabidopsis‟de bazı 

miRNA'larda artıĢı olduğu tesbit edilmiĢtir. Özellikle miR156, miR158, miR159, 

miR165, miR167, miR168, miR169, miR171, miR319, miR393, miR394, miR396, ve 

miR397 tuz stresine karĢı tepki olarak düzenlendiği belirtilmiĢtir (Khraiwesh ve ark., 

2012) 

 Bu sonuçlarda miRNA‟ların abiyotik stres faktörlerine yanıtta vazgeçilemez 

elementler olduklarını göstermektedir. Khraiwesh ve ark. (2012) yaptığı çalıĢmada 

abiyotik (tuz) streste görev alan bazı miRNA‟ları Çizelge 2. 3 de verilmiĢtir.  

Çizelge 2. 3. Abiyotik streste (Tuz) düzenlenmiĢ 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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Tuz Stresinin MolekülerTemelleri 2.4.

 

Tuz stresi bitkiler için önemli bir faktördür. Tüm dünyada bitki büyümesini ve 

üretimini olumsuz olarak etkileyen tuz, ekilebilir arazinin yaklaĢık % 6‟nı etkisi altına 

almaktadır (Khraiwesh ve ark., 2012). Bitkilerde tuza tolerans sağlayan genetik olarak 

birbirine bağlı Tuza asırı duyarlılık (SOS) yolu iyon dengesi ile sağlanmaktadır. 

Arabidopsis spp.‟de tuz toleransında birbirine bağlantılı SOS1, SOS2, SOS3 ile Na
+ 

ve 

K
+
 iyon dengesini (ġekil 2. 3 ) sağlamaktadır (Sairam ve Tyagi, 2004). Bitkide tuzluluk 

genelde, Na
+
 ve Cl

-
 sviyesinde artıĢı sağlarken Ca

+
, K

+ 
gibi iyonların düzeylerinde 

azalısa neden olmaktadır. ġekil 2. 3‟te ifade edildiği gibi SOS, plazma zarında bulunan 

Na
+
/H

+ 
antiporteri kodlar SOS2, serin/treonin kinaz proteinlerini kodlar iken SOS3 ise 

plazma zarında Ca
+ 

bağlayan proteinleri kodlar. Tuzun artması plazma zarındaki 

kalsiyum kanalını aktif hale getirir ve stoplazmada Ca
+
 konsantrasyonun artıĢına neden 

olur (Yokoi ve ark., 2002). Bu Ca
+
 artıĢı, SOS3 aracılığı ile SOS2 basamaklarını aktive 

eder. SOS3‟un SOS2 etkilemesi ile SOS2 aktif hale geçer. SOS2 ve SOS3, SOS1‟i 

aktive ederek SOS1‟in ekspresyon seviyesini belirlemektedir. SOS1‟in aktif olması ile 

iyon dengesi sağlanır ve tuz toleransı ortaya çıkar (Sairam ve Tyagi, 2004; Yılmaz ve 

ark., 2011). 

 

 

ġekil 2. 3. SOS sinyal ile iyon dengesi ve tuzluluğa toleransın kalsiyum 

tarafından düzenlenmesi (Sairam ve Tyagi 2004; Yılmaz ve ark., 2011) 
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HKT1: sodyum girisi taĢıyıcısı AKT1: K
+
 girisi kanalı NSCC: seçici olmayan katyon kanalı 

AtNHX 1, 2 ve 5: hücre içi zar Na
+
/H

+ 
antiporteridir 

 

 

Tuza tolerans ve iyon dengesinin sağlanmasında miRNA‟lar transkripsiyon 

faktörlerini hedefleyerek doğrudan görev alabilirler. miR393, NaCl (Tuz), kuraklık ve 

ABA uygulamasıyla yüksek oranda ifade olurken, miR319c ise soğuk stres uygulaması 

ile aĢırı ifade olmuĢ ancak NaCl, kuraklık veya ABA streslerinde ifade artıĢı olmamıĢtır 

(Yang ve ark., 2007). Bugüne kadar yapılan birkaç çalıĢma tuz muamelesine karĢı bitki 

miRNA‟larının farklı ifade düzeylerini belirlemek için yapılmıĢtır. Ġfadeye dayalı bir 

çalıĢmada Lui ve ark. (2008)  miR396, miR168, miR167, miR165 (ġekil 2.4), miR319, 

miR159, miR394, miR156, miR393, miR171, miR158 ve miR169 gibi birkaç 

miRNA‟nın tuz muamelesine yanıt verdiğini belirtmiĢtir (Jagadeeswaran ve ark., 2009; 

Eldem ve ark., 2013). Çeltikte ve Arabidopsis’de miR396 yabani bitki türleriyle 

karĢılaĢtırıldığında alkali ve tuz stresine dayanıklılıkta bir azalma meydana 

gözlemlenmiĢtir (Chi ve ark., 2011). Kavakta tuz stresi sırasında miR530, miR1445, 

miR1446, miR1447 ve miR171 ifadesinde azalma olurken miR482.2 ve miR1450 

kavakgillerde tuz stresi süresince ifade artıĢı olmuĢtur (Eldem ve ark., 2013). 

 

 

 

ġekil 2. 4. Tuz stresine maruz bırakılan bitkide artıĢ gösteren miR165a (Ünver 

ve Budak., 2012) 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 Bitki Materyalinin Elde Edilmesi 3.1.

 

 F. culmorum ve B. Sorokiniana Uygulama Materyalinin Elde 3.1.1.

Edilmesi 

ÇalıĢmada kullanılan bitki materyalleri Tarla Bitkileri Merkez AraĢtırma 

Enstitüsü‟nden elde edilmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılacak olan ekmeklik buğday çeĢitleri 

ve çeĢidi geliĢtiren kurumlar Çizelge 3. 1‟de verilmiĢtir.  

Çizelge 3. 1. ÇalıĢmada kullanılacak ekmeklik buğday çeĢitleri ve geliĢtiren 

kurumlar 

Ekmeklik Buğday ÇeĢidi GeliĢtiren Kurum 

Bezostaja-I  Anadolu Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü 

Mızrak-98 Tarla Bitkileri Merkez AraĢtırma Enstitüsü 

Seri-82 Doğu Anadolu Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü 

 

Çizelge 3. 2‟ de biyotik (F. culmorum ve B. sorokiniana) stres koĢullarına 

dayanıklı ve hassas olan buğday çeĢitleri ile pedigrileri (http://wheatpedigree.net/) 

verilmiĢtir. 

Çizelge 3. 2. Biyotik (F. culmorum ve B. sorokiniana) stres koĢullarına 

dayanıklı ve hassas olan buğday çeĢitleri ile pedigrileri. 

 

Mızrak-98: Kılçıklı ve beyaz kavuzlu, baĢakları orta uzunlukta seyrek ve yarı 

yatık bir yapıya sahiptir. Orta boylu ve sağlam saplıdır. Dane rengi beyazdır. Gübreye 

reaksiyonu oldukça iyidir. Orta geçici soğuğa ve kurağa dayanıklıdır. F. graminarum’ 

un neden olduğu kök ve kök boğazı çürüklüğü hastalığına orta derece de hassastır. 

Mızrak çeĢidinde patojenlerin çıkıĢa önemli bir etkisi olmadığı belirlenirken, bu çeĢitte 

F. graminearum'un hastalık Ģiddeti % 69, F. culmorum'un hastalık Ģiddeti % 75 ve B. 

ÇeĢidin Adı ve Pedigrileri Stres Faktörü Hassasiyeti 

Mızrak-98 
(Ya-17278-4a-2a-1a-2a0a[2400]; 

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

Biyotik Hassas (Demirci, 2003) 

Bezostaja-I  
(M)Bezostaya-1[104];  

Biyotik Dayanıklı (Demirci, 2003) 

http://wheatpedigree.net/
http://wheatpedigree.net/refer/ajaxShow/2400
http://wheatpedigree.net/refer/ajaxShow/000
http://wheatpedigree.net/refer/ajaxShow/3532
http://wheatpedigree.net/refer/ajaxShow/104
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sorokiniana'nın hastalık Ģiddeti ise % 69.25 olarak bulunmuĢ (Çizelge 2.1) ve F. 

graminearum ve B. sorokiniana'ya karĢı orta derecede hassas ve F. culmorum' a karĢı 

ise hassas olduğu görülmüĢtür (Demirci, 2003 ). 

Bezostaja-I : Kılçıksız ve baĢak rengi beyaz dane rengi kırmızı olan Bezostaja-

I kıĢa dayanıklır. KardeĢleme oranı düĢük olup boyu 100-110 cm dir. Erkencilik orta 

derece olup yatmaya dayanıklıdır. Sürme ve rastık hastalığ ile sarı ve kahverengi pasa 

dayanıklıdır. Kök ve kök boğazı hastalığına karĢı ise hassastır (Demirci, 2003). AktaĢ 

ve ark, (1999) yaptıkları çalıĢmalarda bu çeĢidin F. culmorum ve B. sorokiniana' ya 

karĢı orta derecede dayanıklı olduğunu belirlemiĢlerdir. Demirci (2003) yaptığı 

çalıĢmada Bezostaja-I  çeĢidinde ele alınan patojenlerin çıkıĢa önemli bir etkisinin 

olmadığı. F. graminearum' a karĢı hassas bulunmasına karĢın (hastalık Ģiddeti %72), 

F. culmorum (%23) ve B. sorokiniana (%29)'ya karĢı daha dayanıklı olduğu 

belirlenmiĢtir. Her iki çalıĢmada birbirine paralel sonuçlar alınmıĢtır (ġekil 3. 1). 

Bezostaja-I abiyotik (Tuz) stres‟e karĢı ise duyarlıdır. Bu doğrultuda Öncel ve 

KeleĢ (2002) Bezostaja-I, Seri-82 ve Kıraç-66 çeĢitlerine tuz stresinin uygulanması ile 

yapılan çalıĢmada kök ve sürgün büyümesi 200 mM NaCl uygulaması altında 5 gün 

gibi kısa bir süre kalmasına rağmen önemli ölçüde engellendiği görülmüĢtür. 

Ġncelenen genotipler arasında tuz dayanıklılığı en iyi olan genotipler Seri-82 ve Kıraç-

66 olarak görünürken Bezostaja-I ve Kızıltan-91 200 mM NaCl‟e oldukça duyarlıdır 

(ġekil 3.1). 

 

 

 

ġekil 3. 1. Farklı buğday çeĢitlerinde kök ve kök boğazı hastalığına sebep olan 

etmenlerin oluĢturduğu hastalık Ģiddeti (Demirci, 2003). 
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Seri-82: Akdeniz kuĢağı için tescil edilmiĢ bir çeĢittir. Akdeniz bölgesinde sahip 

olduğu Yr9 geni sayesinde uzun süre pas hastalığına dayanıklılık göstermiĢtir. Ancak 

patojenin dayanıklılık genini aĢması sonucu son yıllarda büyük verim kaybına 

uğradığından üretimden kalkma aĢamasına gelmiĢtir (Demirci, 2003). 

 

 Tuz Uygulama Materyalinin Elde Edilmesi 3.1.2.

 

 

ÇalıĢmada kullanılan buğday çeĢit tohumları Tarla Bitkileri Merkez AraĢtırma 

Enstitüsü‟nden elde edilmiĢtir (Çizelge 3. 1.). Bu buğdayların pedigrileri 

http://wheatpedigree.net‟ten alınmıĢ olup ayrıca abiyotik (tuz) stres için kullanılan 

çeĢitler yine daha önceki çalıĢmalarla dayanıklı ve hassas olduğu belirlenen (Çizelge 

3. 3) buğday çeĢileri bu stres faktörüne bağlı yapılan çalıĢmada Seri-82 ve Kıraç-66 

dayanıklılık göstrerirken Bezostaja-I ve Kızıltan-91 ise oldukça duyarlılık gösterdiği 

tesbit edilmiĢtir (Öncel ve KeleĢ, 2002).  

Çizelge 3. 3. Abiyotik (Tuz) stres koĢullarına dayanıklı ve hassas olan buğday 

çeĢitleri ile pedigrileri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ÇeĢidin Adı ve pedigrileri  Stres 

faktörü  

   Hassasiyeti 

Seri-82 

Kavkaz/(sib)buho//Kalyansona/Bluebird[114] 

Abiyotik  Dayanıklı (Öncel ve KeleĢ, 2002) 

Bezostaja-I  

(M)Bezostaya-1[104]; 

Abiyotik  Hassas (Öncel ve KeleĢ, 2002)  

http://wheatpedigree.net/refer/ajaxShow/104
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Bitkilerin Büyütülmesi 3.2.

 

 F. culmorum ve B. sorokiniana Uygulaması için Bitkilerin 3.2.1.

Büyütülmesi 

 

Buğday tohumları (Bezostaja-I ve Mızrak-98) 20 dk boyunca % 40 

Sodyumhipoklorit solüsyonu içerisinde streril edilip daha sonra steril su ile yıkanmıĢtır 

(Keskin, 2006). Steril edilen tohumlar, toprak, kum ve perlit (1:1:1) karıĢımının 

bulunduğu viyollere ekilerek (ġekil 3. 2) iklim dolaplarında 24 ˚C‟de 16/8 saat 

ıĢık/karanlık altında ½ Hoagland solüsyonu (Hoagland ve ark., 1950) ile sulanarak 8 

gün büyütülmüĢtür (Keskin, 2006; Öncel, 2002). 

 

 

 

ġekil 3. 2. Buğdayın viyollere ekimi 

 

 Arnon ve Hoagland Çözeltisinin Hazırlanması 3.2.2.

 

Çözeltinin hazırlanması için makroelement ve mikroelementler suda çözerek 

sıra ile karıĢtırılmıĢtır. KarıĢım için ilk etapta dört makroelementin her biri 1 lt suda 

çözündükten sonra tamamı 5 L distile suda karıĢımı sağlanmıĢtır. Makroelementlerden 

KNO3 ve MgSO4 7H2O suda zor çözünmesinden dolayı ısıtmak gerekebilir. 
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Makroelementler g/L 

KNO3 1,020 g 

Ca(NO3)2 [4H2O] 0,492 g 

NH4H2PO4 0,230 g 

MgSO4 7H2O 0,490 g 

 

Belirtilen oranda alınan bileĢikler sıra ile KNO3-Ca(NO3)2 .[4H2O] -NH4H2PO4-

MgSO4 7H20 karıĢtırılmıĢtır (Hoagland ve Arnon,1950). 

Mikroelementler  mg/L 

H3BO4 2,860 mg 

H2MoO4. H2O 0,090 mg 

MnCl3  4H2O 1,810 mg 

CuSO4  H2O 0,080 mg 

ZnSO4 7H2O 0,220 mg 

 

Mikroelementler ise çizelgede belirtilen oranda alınarak 1 lt‟lik beherde 

çözdürülerek ve 5 L kapa aktarılmıĢtır. Bitki örnekleri saksılara konulduktan sonra 

eklenecek kimyasallar 50 ml‟lik polyetilen tüplere % 0,5 lik FeSO4 .7H2O (0,5 g) ve 

% 0,4 lük Tartarik asit (0,4 g) hazırlanan çözeltiler konulmuĢ ve bu kimyasallar her 

saksıya 0,6 ml olmak üzere 2 gün aralıklarla eklenmiĢtir (Öncel ve ark., 2002). 

 

 Ġzolatların Temini ve PDA Ortam Hazırlanması 3.3.

 

ÇalıĢmada kullanılan fungus (Çizelge 3. 4) Ondokuz Mayıs Üniversitesi Ziraat 

Fakültesi Bitki Koruma Bölümü‟nden Sayın Prof.Dr. Berna Tunalı‟dan temin 

edilmiĢtir. 

Çizelge 3. 4. ÇalıĢmada kullanılacak olan F. culmorum ve B. sorokiniana 

izolatları 

Ġzolat Ġzolat Adı 

H09W139-3K2 Fusarium culmorum 

ġ-4KB1  Bipolaris sorokiniana 

 

 

Elde edilen F. culmorum ve B. sorokiniana izolatlar kâğıt kültürüne alınarak 

çalıĢmanın yapılacağı zamana kadar muhafaza edilmiĢtir. Ġzolatların kültüre alınması 

için PDA (Patates dekstroz agar) ortamı hazırlanmıĢ ve bunun için 16 g PDA, 2 g 

Agar, 400 mL saf su alınarak 121˚C de 15 dk otoklav edilmiĢtir (ġekil 3. 3). Otoklav 
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olan PDA‟lar „Polystrene‟ 90 mm çapında olan petri kaplarında kültüre alınmıĢtır. 

PDA ortamı 7 gün +4 ˚C de inkübe edilerek funguslarun geliĢimi sağlanmıĢtır (Araz 

ve ark., 2010; Lawn ve Sayre, 1992). 

 

 

 

ġekil 3. 3. PDA ve sterillizasyonu sağlayan otoklav 

 

 

 Fungus Solüsyonlarının Hazırlanması ve Ġnokülasyonu 3.4.

 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma Bölümünden 

alınan H09W139-3K2 F. culmorum ile ġ-4KB1 B. sorokiniana izolatları ayrı ayrı 

kâğıt kültürüne alınarak inokulasyonun yapılacağı zamana kadar -80 ˚C bekletilmiĢtir. 

Daha sonra bu izolatlar PDA (patates dekstroz agaroz) ortamında çoğaltılarak petri 

kapalarına ekimi yapıldı ve 12 saat karanlık periyotta inkübatörde 22  1˚C de plastik 

steril petri kaplarında 7–8 gün süre ile fungus (ġekil 3. 4) geliĢimi sağlanmıĢtır (Arslan 

ve ark., 2002). 
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ġekil 3. 4. PDA ortamında geliĢtirilen F. culmorum ve B. sorokiniana izolatları 

 

 

PDA ortamında geliĢen F. culmorum ve B.sorokiniana spor ve miselleri saf su ile 

birlikte petri kaplarında solüsyon haline getirilmiĢtir (Tunalı ve ark., 2008). Petri 

kaplarına saf su eklendikten sonra steril sert bir metalle ile karıĢtırılarak oluĢan 

solüsyonlar steril tülbent bez ile süzülerek beherlere (500 mL) alınmıĢtır (ġekil 3. 5). 

 

 

 

ġekil 3. 5. Solüsyon haline getirilmiĢ F. culmorum ve B. sorokiniana spor ve 

miselleri 
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Beherlere alınan süspansiyonda spor konsantrasyonları Thoma (Ġsolab) deep 1/10 mm 

ile yapılmıĢtır (ġekil 3.6). Solüsyon halindeki F. culmorum ve B.sorokiniana 

injeksiyon yöntemi ile buğdaya inoküle edilmiĢtir. F. culmorum spor ve miseleri ġekil 

3. 7‟de, B. sorokiniana spor ve miseleri ġekil 3. 8‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3. 6. Spor konsantrasyon ölçümü yapılan Thoma deep (1/10 mm) 

 

 

 

 

 
ġekil 3. 7. F. culmorum sporları ve miseller 
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ġekil 3. 8. B. sorokiniana sporları ve miselleri 

 

 

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

 

F. culmorum ve B. sorokiniana solusyonları iklimlendirme dolaplarında 24 ˚C‟de 

16/8 saat ıĢık/karanlık altında ½ Hoagland solüsyonu (Hoagland ve ark., 1950) ile 

sulanarak 8 gün büyütülen buğday çeĢitlerine injeksiyon yöntemi ile inokule 

edilmiĢtir. Patojen aĢılaması yapılmayan kontrol grubuna ise steril saf su inokule 

edilmiĢtir. Patojenlerin buğday çeĢitlerine inokülasyondan sonra karanlık ortamda 24 

saat extrem nemlilikte 10˚C de karanlık uygulamasını takiben bitkiler 17˚C 16/8 saat 

ıĢık/karanlık altında tutulmuĢtur (ġekil 3. 9). Örnekler inokulasyondan 48 saat sonra 

(yaprak kısmı) toplanarak -80 ˚C de RNA izolasyonuna kadar saklanmıĢtır (Keskin, 

2006; Öncel ve ark., 2002). 
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ġekil 3. 9. Ġklimlendirme dolabı ve hasata hazır R ve S genotip çeĢitleri 

 

Tuz Stresi Uygulaması ve Bitkilerin Hasat Edilmesi 3.6.

 

Tarla Bitkileri Merkez AraĢtırma Enstitüsü‟nden elde edilen Bezostaja-I ve Seri-82 

çeĢitlerine tuz stresinin uyulanması için buğday tohumları kum-perlit (1:1 v/v) 

karıĢımı bulunan saksılara 3‟er tekkerrlü olarak ekilerek ve iklimlendirme dolabında 

24/16 ˚C de (14 saat gündüz 10 saat gece) 7 gün süreyle Arnon-Hoagland çözeltisi ile 

sulanarak (Öncel ve ark., 2002) geliĢimi sağlanmıĢtır (ġekil 3.10). Yedinci günün 

sonunda fideler iki gruba ayrılmıĢtır. Kontrol grubu fideler, içinde Arnon-Hoagland 

çözeltisi bulunan kavanozlara alınmıĢtır (Öncel ve ark., 2002). Tuz stresi uygulanacak 

grup ise besin çözeltisine ek olarak 200 mM NaCl içeren kavanozlara alınarak bu 

koĢullarda fideler hergün havalandırılmak üzere 5 gün süreyle kavanozlarda 

tutulmuĢtur. Bu sürenin sonunda kavanozlardan alınan yaprak ve kök örnekleri -80 ˚C 

de RNA izolasyonuna kadar bekletilmiĢtir. 
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ġekil 3. 10. Ġklimlendirme dolabında 24/16 ˚C de Arnon-Hoagland çözeltisi ile 

sulanarak büyütülen buğday çeĢitleri 

 

Toplam RNA Ġzolasyonu ve Konsantrasyon Tesbiti 3.7.

 

AraĢtırma kapsamında yer alan bitki materyallerine ait örneklerden ayrı ayrı 

(Dayanıklı ve Hassas çeĢitler) RNA izolasyonları yapılmıĢtır. Bu kapsamda kontrol ve 

uygulama lokasyonda alınan örneklerden yaklaĢık 1 g yaprak dokusu sıvı azot içinde 

öğütülerek RNA izolasyonu için hazır hale getirilerek -84˚C de izolasyon anına kadar 

muhafaza edilmiĢtir. Daha sonra aynı türün tekerrürleri ve kontrol grupları 

belirlenmiĢtir. Böylelikle 2 tekerrürlü, 2 uygulamalı (kontrol ve inokulasyon) ve 2 

çeĢit (Mızrak- 98 ve Bezostaja-I) içeren 8 örneğe ait RNA izole edilerek mikroarray 

analizine tabi tutulmuĢtur. RNA izolasyonu EZ-RNA Total RNA izolasyon Kiti 

(Biological Industries, Ġsrail) kullanılarak, kit protokolü doğrultusunda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. RNA izolasyonu aĢamasında ortama RNaz bulaĢmasını önlemek 

için denemede kullanılan bütün plastik malzemeler ile gerekli tüm çözeltiler, RNaz 

aktivitesini engelleyen dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmiĢtir. DEPC 

muamelesine ilave olarak malzemeler, 121˚C ve 0,1 MPa basınçta 15 dk otoklav 
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edildikten sonra 105 ˚C‟de en az bir gece boyu bekletilmiĢtir. Havan ve havan kolları 

ise 300 °C‟de gece boyu bekletilmiĢtir. RNA izolasyonu için RNaz ve DNaz ari filtreli 

pipet uçları kullanılmıĢtır. RNA izolasyonunda kullanılan pipetler ve RNA 

izolasyonun yapıldığı tezgâhın üzeri, RNaz bulaĢmasını engellemek için %30‟luk 

H2O2 ile temizlenmiĢtir. 

RNA izolasyonu için EZ-RNA Total RNA Isolation Kiti (Biological 

Industries) kullanılarak, üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ġzolasyon aĢamaları aĢağıda verilen protokole uygun olarak yapılmıĢtır (ġekil 3. 11). 

1. Daha önce havanda öğütülen örnekler 50 – 100 mg doku gelecek Ģekilde 

eppendorf tüplerine tartılarak alınmıĢtır.  

2. Denatürasyon solüsyonundan eppendorf tüplerine 0,5 mL bırakılmıĢtır.  

3. 5 dk oda sıcaklığında bekletilmiĢtir.  

4. 0,5 mL ektraksiyon solüsyonu eklenerek hızlı bir Ģekilde 15 sn elle 

çalkalanacaktır. 10 dk oda sıcaklığında beklemeye bırakılmıĢtır.  

5. 12000g‟de 4 ˚C‟de 15 dk santrifüj edilmiĢtir.  

6. En üstteki faz temiz bir eppendorf tüpe alınmıĢtır. 

7. RNA‟yı çöktürmek için 0,5 mL izoporopanol eklenerek 10 dk oda sıcaklığında 

bekletilmiĢtir.  

8. 12000g‟de 4 ˚C‟de 8 dk santrifüj edilmiĢtir.  

9. Süpernatant uzaklaĢtırılır ve RNA peletine 1 mL %75 EtOH eklenerek vorteks 

yardımıyla yıkanmıĢtı.  

10. 7500g‟de 4 ˚C‟de 5 dk santrifüj edilmiĢtir.  

11. EtOH uzaklaĢtırlır ve 5 dk hava kurutması yapılmıĢtır. 

12. RNA peleti 100 µl DEPC muameleli su ile çözdürülmüĢtür.  

13. Solüsyon 10 – 15 dk55 ˚C‟de bekletilmiĢtir.  A260/280 O.D. değerinde RNA 

örnekleri 1. 6 - 1. 9 arasında bir değerlerine sahip olması gerekmektedir. 
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ġekil 3. 11. EZ-RNA Total RNA Isolation Kiti ile RNA izolasyonu 

 

 

 Örneklerin toplam RNA konsantrasyonları Thermo nanodrop 2000C 

(ThermoFisher Scientific, Lenexa, KS, A.B.) spektrofotomere ile (ġekil 3.12)  

ölçümleri yapılarak A260/280 O.D. değerindeki veriler alınmıĢtır. Bunun için önce RNA 

izolasyonunda %75 Etanol içinine alınan örnekler 10.000 RPM‟de 6 dk santrifüj 

edilmiĢtir. Alkolden uzaklaĢtırıldıktan ve iyice kuruduğundan emin olduktan sonra 35 

µl DNAz/RNAz-free suda çözülmüĢtür. Örnekler nanodrop‟ta ölçülmüĢ ve agaroz 

jelde yürütülerek sonuçlar elde edilmiĢtir. Bu sonuçlara göre her bir deney grubundan 

en uygun 8‟er örnek seçilmiĢtir. Seçilen RNA örnekler agroz jel görüntüsü alınmıĢ ve 

uygun olan RNA‟lardan her bir düzenek için 2‟Ģer bitki grubunun 2 tekerrürlü kontrol 

ve 2 tekerrürlü uygulama örnekleri olmak üzere seçilmiĢtir. 
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ġekil 3.12. Thermo nanodrop 2000C spektrofotometre 

 

 

 F. culmorum ve B. sorokiniana Uygulaması için miRNA Mikroarray 3.8.

ÇalıĢması 

 

Mikroarray tasarımı yapmak için kullanımda olan miRBase sürüm 20.0 

versiyonu (www.sanger.ac.uk/software/rfam/mirna/) ve PMRD (Plant miRNA 

Database) veri tabanında bulunan toplamda 11.861 adet bitki miRNA‟ları alınarak 

büyük ölçekli miRNA çip tasarımı gerçekleĢtirilmiĢtir. Çip tasarımı yapılırken olası 

array dezavantajlarından örneğin çapraz hibridizasyon gibi durumlardan kaynaklanan 

hataları azaltmak için her bir microRNA probundan 20 tane olacak Ģekilde çip üzerine 

yerleĢtirilmiĢtir. Problar hazırlanırken bitki miRNA‟ları geniĢ alanda taranmıĢtır. 

miRNA array çip üretimi hizmet alımı olarak LC sciences, (LLC, Texas, US) 

(http://www.lcsciences.com/mirna.html) Ģirketi tarafından yapılmıĢtır. Buğday 

çeĢitlerinin yapraklarından alınan örneklere ait RNA‟lar izole edilip bu miRNA 

mikroarrayleri için hazırlanmıĢtır. Bütün bunlar gözönüne alınıdığında buğday 

çimlenmesini takip eden süre içerisinde F. culmorum ve B. sorokiniana 

inakulasyondan sonra yaprak 48. saat sonra örnekler alınmıĢ ve RNA izolasyonları 

yapılarak mikroarray hibridizasyonları için hazırlanmıĢtır. Genç yapraklara ait olan 

RNA örnekleri ile toplamda 11.861 miRNA probu içeren miRNA çiplerinde tarama 

yapılmıĢtır. Çipte miRNA ve bunların çeĢitli kontrol ve tekrarlarıyla birlikte yer 
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almaktadır. ÇalıĢmada her bir uygulama için 4 kütüphane oluĢturulmuĢtur fakat çipe 

yüklenirken iki tekerrülü yükletilmiĢtir. 

Grup No. Örnek Ġsmi Grup Ġsmi       

 F. culmorum uygulaması       

 Grup no  örnek ismi    grup isim 

1   Bezostaja-I kontrol(B-K)  yaprak 

2   Bezostaja-I uygulama (B-U) yaprak 

3   Mızrak kontrol(M-K)  yaprak 

4   Mızrak uygulama (M-U) yaprak 

 

B. sorokiniana uygulaması       

 Grup no  örnek ismi    grup isim 

5   Bezostaja-I kontrol(B-K) yaprak 

6   Bezostaja-I uygulama (B-U)  yaprak 

7   Mızrak kontrol(M-K)  yaprak 

8   Mızrak uygulama (M-U) yaprak 

 

miRNA çipleri ikiĢerli biyolojik tekrar olarak yapılıp analiz edilmiĢtir. AĢağıdaki ġekil 

3.13 „deki plan ile miRNA çipleri hazırlanıp sonuçlar analiz edilmiĢtir. 
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ġekil 3.13. F:culmorum ve B. sorokiniana uygulaması ve ikiĢer tekrarlı 

miRNA-mikroarray. BK-Bezostaja-I kontrol, BU-Bezostaja-I uygulama, MK-

mızrak kontrol, MU-mızrak uygulama 

 

Daha sonra bu kütüphanedeki gruplandırmalar göz önüne alınarak 

miRNA‟ların ifade seviyeleri birbirlerine göreceli olarak ölçülmüĢ ve oluĢan sinyaler 

Quantile programı ile normalize edilmiĢtir. Her bir mikroarrayde uygulamaya konulan 

prob kadar kontrol probuda bulunmaktadır. Kontrol probları array üretimi, örnek 

iĢaretleme ve analiz Ģartlarının kalitesinin kontrolü amacıyla kullanılmıĢtır. Her bir 

kütüphanede toplam RNA‟dan 100 ng kullanılmıĢtır. Her kütüphane için 8x15K 

mikroRNA çip (Agilent) üzerinde etiketleme yapılmıĢtır. Etiketleme siyanin-3 (Cy3) 

ve 100 ng total RNA kullanılarak elde edilmiĢtir. miRNA‟yı tamamen etiketleme ve 

HYB Kit (Agilent) üreticinin talimatları ile miRNA Microarray Sistemine göre diğer 

etiketleme adımları izlenerek yapılmıĢtır. Bu iĢlemi takiben hibritleĢme için protokol, 

ise Cy3 ile etiketli miRNA, üreticinin talimatlarına (Agilent) göre 10X GE bloke edici 

madde, 2X Hi-RPM hibridizasyon tamponu ve Hyb spikes ihtiva eden bir hibritleme 

mix‟i ilave edilmiĢtir. Hibritlemeden sonra, yıkama iĢlemi hemen baĢlatılmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda kullanılan iki patojenlerin ait iki farklı array (Agilent) 37˚C‟de GE1 

(Agilent) ve GE2 „de (yıkama tamponu) 5 dk süre ile oda sıcaklığında yıkanmıĢtır. 

HibritleĢtirilmiĢ olan mikroarray görüntüleri Agilent Microarray Tarayıcı Sistemi 

(Agilent Technologies) ile elde edilmiĢtir. 8x15 K mikroarray Agilent Technologies 
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ile taranmıĢtır. Daha sonra veriler Agilent Technologies (Ekstraksiyon v9.5) 

kullanarak TIFF görüntüleri çıkarılmıĢ ve bu görüntü analizi ile yazılım üzerindeki 

noktalar sinyal yoğunluklarını ölçmek için kullanılmıĢtır. DüĢük yoğunluktaki noktalar 

ise çıkarılmıĢtır. 

Hibridizasyon sonrası lazer tarayıcı ile toplanan görüntü mikroarray görüntü analiz 

yazılımı (GeneSpringGX sürüm 11.5.1) ile dijital ortama aktarılmıĢtır. Düzensi veriler 

arka plan çıkarılmıĢ ve sinyaller quantile ile normalize edilmiĢtir. Ġki renk kullanılarak 

yapılan deneylerde, iki setin tesbit edilen sinyalleri (logaritmik olarak düzenlenir) 

birbirine orantılanmıĢ ve P-değeri hesaplanmıĢtır. P değeri <0.05 veya p=0.05 olanlar 

anlamlı olarak kabul edilmiĢtir. Önemli sinyal değeri olan miRNA‟ların hedef 

genlerini tesbit etmek için Biyoteknoloji BilgiUlusal Merkezi (NCBI) veritabanı 

dahilindeki Gen Ontoloji (Blast2GO) yani proğramı kullanılmıĢtır. miRNA‟ların hedef 

dizilerinin elde edilmesi için mikroarray çalıĢmasında ifade olan miRNA'ların dizi 

listesi psRNAtarget (http://bioinfo3 doğru alanı yapıĢtırılan. noble.org / 

psRNATarget/) ve psRNA target web sunucusunda miRNA'ların dizilerinin karĢı 

hedef siteleri 18.04.2010 yayımlanan Triticum aestivum, kütüphanesinde (versiyon 12) 

seçilmiĢtir. 

 

 

Tuz Uygulaması için miRNA Mikroarray ÇalıĢması 3.9.

 

Buğday da tuz stres mekanizmasında rol oynayabilecek miRNA‟ların 

mikroarray tarama metodu ile saptanması ve araĢtırılması için array çalıĢması ve 

dizaynı F. culmorum ve B. sorokiniana uygulaması için miRNA mikroarray 

çalıĢmasıda anlatıldığı gibi gerçekleĢtirilmiĢtir. Buğday çimlenmesini takip eden süre 

içerisinde tuz uygulaması sonucu belirli bir gün sonunda (5 gün) köklerden örnekler 

alınarak RNA izolasyonları yapılarak mikroarray hibridizasyonları için hazırlanmıĢ ve 

miRNA çipleri ikiĢerli biyolojik tekrarlı olarak bölüm 3. 8‟de anlatıldığı gibi analizi 

yapılmıĢtır. Tuz uygulamasında 4 kütüphane oluĢturulmuĢtur. 
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Tuz uygulaması         

 Grup no  örnek ismi    grup isim 

1   Bezostaja-I kontrol(B-K) kök 

2   Bezostaja-I uygulama (B-U)  kök 

3   Seri-82 kontrol(S-K)   kök 

4   Seri-82 uygulama(S-U)  kök 

 

miRNA çipleri ikiĢerli biyolojik tekrar olarak yapılıplarak aĢağıdaki ġekil 3.14‟deki 

plan ile miRNA çipleri hazırlanıp sonuçlar analiz edilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3.14. Tuz uygulamsı ve ikiĢer tekrarlı miRNA –mikroarry 
BK-Bezostaa kontrol, BU-Bezostaja-I uygulama, MK- Mızrak kontrol, MU-

Mızrak uygulama 

 

 miRNA Mikroarray Deney Prosedürü 3.9.1.

 

miRNA Mikroarray deneyleri miRNA Mikroarray System with miRNA 

Complete Labeling ve Hyb Kit (v2.4, September 2011) kitini kullanılarak üreticinin 

talimatları doğrultusunda aĢağıdaki Ģekilde yapılmıĢtır.  

1. Bitki RNA‟ları ~50ng/µl olacak Ģekilde seyreltilmiĢtir. 
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2. Etiketleme (Labeling) Spike-in ve Melezleme (Hybridization) Spike-in 

Hazırlama 

3. 1.Seyreltme etiketleme tamponu (1st Dilution Labeling Spike-in Buffer): 5 tüp; 

2µ 1 Etiketleme Spike-in (l Labeling Spike-in) + 198 µl seyretme tamponu 

(dilution buffer) hazırlandı. (4 tanesi -80˚C‟de saklanmıĢtır) 

4. 2.Seyreltme etiketleme tamponu (2nd Dilution Labeling Spike-in Buffer): 2 µl 

1.Seyreltme Tamponu (1st Dilution Buffer)+ 198 µl su 

5. 3. Seyreltme etiketleme tamponu (3rd Dilution Labeling Spike-in Buffer): 2 µl 

2. Seyretme tamponu (2nd Dilution Buffer) + 198 µl su 

6. 1.Seyreltme mezleme tamponu (1st Dilution Hybridization Spike-in Buffer): 5 

tüp; 2µl Hybridization Spike-in + 198 µl seyretme tamponu (dilution buffer) 

hazırlandı. (4 tanesi -80˚C‟de saklanmıĢtır) 

7. 2.Seyreltme melezleme tamponu (2nd Dilution Hybridization Spike-in Buffer): 

2 µl 1.seyretme tamponu (1st Dilution Buffer) + 198 µl su 

8. 3. Seyreltme melezleme tamponu (3rd Dilution Hybridization Spike-in Buffer): 

2 µl 2. seyretme tamponu (2nd Dilution Buffer)+ 198 µl su 

9. Fosfataz KarıĢımı Hazırlama (CIP Master Mix)  

Kullanmadan hemen önce her bir array slaydı için 9 örneğe göre hazırlanan 

fosfataz karıĢımı içeriği. Bir slaytta 8 örnek olmasına rağmen pipetaj ve tüpte kalma 

durumunda hata payını azaltmak için karıĢımlar 9 örneklik hazırlanmıĢtır. 

CIP master mix 

1 örnek için 

(µl) 

9 örnek için 

(µl) 

10X Calf Ġntestinal 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 tüpü içine 2 µl (~100 ng) bitki RNA örnekleri konulmuĢ ve buz üzerinde 

tutulmuĢtur. 

2. RNA‟lar üzerine 2 µl Fosfataz karıĢımı eklenerek ve 37˚C‟de 30 dk 

thermocycler‟da bekletilmiĢtir.  
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3. Denatürasyon: 30 dk dolunca her bir örneğin üstüne 2,8 µl DMSO eklenmiĢtir. 

Isı bloğunda 100˚C‟de 8 dk bekletilen örnekler hızla sulandırılmıĢ buza 

gömülmüĢtür.  

Ligasyon KarıĢımı hazırlama: KarıĢım hazırlanmadan önce T4 ligaz tamponu (ligase 

buffer) 37˚C‟de bekletilerek vortexlenmiĢtir. Daha sonra oda sıcaklığında 

bırakılmıĢtır. 

 

Ligsyon Mix 1 örnek için (µl) 9 örnek için (µl) 

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. Hazırlanan ligasyon karıĢımı 15 dk içerisinde, buzlu su içerisindeki her tüpe 

4,5 µl eklenmiĢtir. Hafifçe santrifüjde dödürülen örnekler 16˚C‟de 2 saat 

termocycler cihazında bekletilerek gece -20˚C‟de bırakılmıĢtır.  

2. Kurutma: Ertesi gün örnekler 1,5 ml tüpe alındı ve vakumlu santrifüjde orta ısı 

derecesinde (45-55˚C arası) tamamen kuruyana kadar döndürülmüĢtür.  

3. Kurutulduktan sonra 17 µl saf su eklenmiĢtir. Liyofilize halde gelen 10X GE 

Blocking Agent üzerine 125 µl saf su eklenmiĢtir. 

Hibridizasyon karıĢımı Hazırlama: SulandırılmıĢ örnekler üzerine  

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

2. 4,5 µl 10 X GE blocking Agent, 

3. 22,5 µl 2X Hi-RPM melezleme tamponu (hybridization buffer) eklenerek 

100˚C ısı bloğunda 5 dk bekletilmiĢtir. Ardından hızla sulandırılmıĢ buza 

alınmıĢtır. 

4. 45 µl örnekler dikkatle Gasket Slide üzerine yüklendi ve Aktif Slide‟ın Agilent 

etiketi yazılı taraf altta kalacak Ģekilde Gasket Slide üzerine konulmuĢtur. 

SureHyb adı verilen düzenek ile iki Slayt sabitlenmiĢtir.  
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5. Gece 55 ˚C‟ye ayarlanmıĢ hibridizasyon fırınında en az 20 saat döndürülmek 

üzere bırakılmıĢtır. Yıkama tamponu (Wash Buffer 1) ve Wash Buffer 2 

içerisine TritonX-102 eklenerek iyice çalkalanmıĢtır. Yıkama tamponu (Wash 

Buffer 2), bir gece 37 ˚C etüvde bırakılmıĢtır.  

6. Ertesi gün; 3 tane yıkama tankı saf su, asetonitril ve tekrar saf suyla yıkanılarak 

temizlenmiĢtir. Tanklardan ilk ikisine Wash Buffer 1 ve üçüncüsüne Wash 

Buffer 2 (37 ˚C) dolduruldu. Ġkinci ve üçüncü tankın içine manyetik balık 

koyuldu ve üçüncü tank ısıtıcının üstüne konularak ısıtıcı 50 ˚C‟ye 

ayarlanmıĢtır.  

7. Hibridizasyon fırınından çıkarılaran SureHyb düzeneği açılarak içindeki 

yapıĢık slaytlar birinci tank içinde açılmıĢ ve aktif slayt dikkatlice barkod 

kısmından tutularak ikinci tank içindeki tutacağa alınmıĢtır. 5 dk boyunca 

manyetik balık döndürülerek beklenmiĢtir. Süre sonunda aktif slayt tutacakla 

birlikte dikkatli bir Ģekilde alınarak üçüncü tanka konmuĢtur. Isıtıcı ve balık 

çalıĢır konuma 5 dk beklenmiĢ ve tutacak sapından tutularak çok yavaĢ bir 

Ģekilde, yaklaĢık 10 saniye süresinde, tank içindeki sıvıdan çıkarılmıĢtır. Bu 

yavaĢ çıkarma sonucunda slayt kuru olarak alınmıĢtır. 

 

 

 F. culmorum, B. sorokiniana ve Tuz Uygulaması için miRNA Saptama ve 3.10.

qRT – PCR ile Değerlendirme 

 

Biyotik ve abiyotik stres sonucu oluĢan miRNA‟lar tesbit edilebilmesi için ilk 

olarak sap-ilmik ters (reverse) transkriptaz (transcriptase) primerleri 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi bin/ primer3plus/ primer3 plus.cgi/) tasarlanmıĢtır. 

Ġkinci olarak miRNA‟ya özel ileri primerler ve sap-ilmik‟a uygun universal (evrensel) 

geri primeri (5‟-GTGCAGGGTCCGAGGT-3‟) tasarlanmıĢtır. Tasarlanan bu 

primerler qPCR çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. F. culmorum, B. sorokiniana ve tuz 

uygulaması için sap-ilmik RT primerleri, miRNA‟ya özel primerler ve universal 

primer dizileri Çizelge 3. 5, 3. 6 ve 3. 7 de sıra ile verilmiĢtir. 

Bu amaçla buğday çeĢitlerine ait bitkilerden tüm miRNA‟lar için izole edilen 

yaprak, kök dokularına ait RNA‟lardan cDNA‟lar (ġekil 15-a) elde edilmiĢ ve 
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ardından miRNA ifade düzeylerini tesbit etmek için Roche Light Cycler-480 II cihazı 

(ġekil 15-b) kullanılarak, qRT-PCR protokolü uygulanmıĢtır (Gutierrez ve ark., 2009; 

Eldem ve ark., 2012). cDNA elde etmek için Superscript III ters transkriptaz (reverse 

transcriptase) enzimi (Invitrogen) kullanılmıĢtır. 

 

 
ġekil 3.14. a)RNA‟lardan elde edilen cDNA‟lar b) Roche LightCycler 480 

Real-Time PCR cihazı 

 

 

Toplamda her bir stres uygulaması için 7 adet PCR tüpü kullanılmıĢtır. 

(Fusarium yaprak dokusu için) 

B-K  (1 numaralı tüp) 

B-U (2 numaralı tüp) 

M-K (3 numaralı tüp) 

M-U (4 numaralı tüp) 

noRT (sap-ilmik primeri yok) (5 numaralı tüp) 

noRNA (RNA yok)                 (6 numaralı tüp) 

noSSIII (SSIII enzimi yok)     (7 numaralı tüp) 

Bunlardan son üç tüp kontrol amaçlı kullanılmıĢtır. RNA miktarlarının eĢit 

olması için, her bir dokuya ait total RNA‟lardan 100 ng olacak Ģekilde, ayarlanarak 

RNA kullanılmıĢtır. 

 

Her bir tüp için aĢağıdaki tabloda içeriği verilen mix  karıĢımı konulmuĢtur. 
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Ġçerik  Hacim 

dNTP (10mM)  0,5 μl 

RT primer (1pmol)  

1 μl  

(Çizelge 3.5 fusarium, 3.6 de bipolaris ve 3.7 tuz 

uygulaması) 

RNA  değiĢken 

Su (PCR Grade)  değiĢken 

 

Daha sonra Realtime PCR cihazında tüpler önce 65˚C‟de 5 dk bekletilmiĢ ve hemen 

buza alınmıĢtır. 

Tüplere; 

Ġçerik  Hacim 

First Strand Buffer (5X)  4 μl 

DTT (0,1M)  1 μl 

RNase out (40 u/μl)  0,1μl 

SuperScript III TM (200 u/μl) 0,25 μl 

  

(5. tüpe RNA eklenmemiĢ, 6. tüpe 0.25 μl SSIII yerine 0.25 μl su eklenmiĢtir). 

Eklenerek tüm tüpler tekrar PCR cihazına konulmuĢ ve iĢlem devam ettirilmiĢtir. 

cDNA sentez protokolü uygulanmıĢtır. 

 

Reaksiyon KoĢulları; 

Sıcaklık Süre  Döngü Sayısı 

1.   16˚C  30 dk 1 

2.   30˚C 30 sn 

       42˚C  30 sn 60 

      50˚C  1 sn 

 3.   10˚C  24 sn 1 

 

Reaksiyonlar tamamlanınca tüpler -20˚C‟ye kaldırılmıĢ ve qRT-PCR protokolüne 

geçilmiĢtir. 

qRT-PCR için kullanılacak tüm maddeler önceden karıĢtırılarak 50X‟lik bir karıĢım 
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hazırlanmıĢtır. 

Ġçerik  Hacim 

SYBR Master (2X) 10 μl 

Ġleri primer (100pmol) 0,1 μl 

Universal geri primer 

(100pmol) 
0,1 μl 

Su (PCR Grade)  7,8 μl 

 

Kontrol amaçlı örnekler hariç diğer tüplerin herbirinin 1/2, 1/4, 1/8 RNA  

seyreltmeleri yapılmıĢtır. Kontrol (4-5-6. tüp) gruplarında ise 1/10 sulandırma 

yapılmıĢtır. Her bir uygulama için qRT-PCR plate üzerinde numuneler aĢağıdaki gibi 

yerleĢtirilmiĢtir.  

 

 

qRT-PCR numunelerinin plate yerleĢtirme düzeneği 

 Kuyular 1/2 1/4 1/8 

1. TÜP-yaprak-( B-K) A: 000  000  000 

2. TÜP-yaprak- (B-U) B: 000 000 000 

3. TÜP-kök-(M-K) C: 000 000 000 

4.TÜP-yaprak-(M-U) D: 000 000  000 

5. TÜP-No RT- E: 000  (1/10)  

6.TÜP-No RNA- F: 000   (1/10)  

7.TÜP-No SSIII- G: 000  (1/10)  

Negatif Kontrol(NTC)- H: 000   

 

Yukardaki plana göre hazırlanan seyreltme tüplerinden 2‟Ģer μl, master mix 

karıĢımından 18‟er μl konulmuĢtur. H kuyucuğuna sample yerine su konulmuĢtur. 

„Plate‟ in üzeri kapatılarak LightCycler480 (Roche) cihazına yerleĢtirilerek reaksiyon 

baĢlatılmıĢtır. 
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qRT-PCR Reaksiyon KoĢulları; 

Sıcaklık Süre  Döngü Sayısı 

1. 95 °C  5 dk. 1 

2. 95 °C 5 sn 

     56 °C  10 sn 45 

    72 °C  1 sn. 

 3. 95 °C  1 sn. 

     40 °C  2 dk 1 

    95 °C 

 

devamlı 

 

 

 

 

Çizelge 3.5. F.culmorum uygulamasında tesbit edilen sap-ilmik ve spesifik 

miRNA primerleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

bdi-miR159

forward 5'CTTGGATTGAAGGGAGCTCT-3'

Stem loop primer 5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAAGAGCT-3'

ptc-miR169b-3p

forward 5'GGCAGGTTGTTCTTGGCTAC-3'

Stem loop primer 5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAGTAGCC-3'

ptc-miR482c-5p

forward 5'TATGGGAGAGGCGGGAATGACT-3'

Stem loop primer 5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAAGTCAT-3'

osa-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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Çizelge 3.6.  B. sorokiniana uygulamasında tesbit edilen sap-ilmik ve spesifik 

miRNA primerleri 

 

 

Çizelge 3.7. Tuz uygulamasında tesbit edilen sap-ilmik ve spesifik miRNA 

primerleri 

 

 
 

 

cre-miR1169-3P

forward 5'TGTGGATGTTGCTTGCTGGAT-3'

Stem loop primer 5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAATCCAG-3'

osa_miR319a-3p.2-3p

forward 5'TTGGACTGAAGGGTGCTCCC-3'

Stem loop primer 5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAGGGAGC-3'

ssl-miR398

forward 5'TGTGTTCTCAGGTCACCCCTC

Stem loop primer 5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAGAGGGG-3'

zma-miR164g-3p

forward 5'CACGTGCTCCCCTTCTCCACC-3'

Stem loop primer 5'GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAGGTGGA-3'

Universal primer 5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

ath_miR5655

forward 5'-AAGTAGACACATAAGAAGGAG-3'

Stem loop primer 5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTCCTT-3'

cca-miR6108f

forward 5'-TATGGTGAGAAGGGTAAGAAG-3'

Stem loop primer 5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTTCTT-3'

hci_mir156a 

forward 5'-TGACAGAAGAGAGTGAGTAC-3'

Stem loop primer 5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGTACTC-3'

mdm-miR159c 

forward 5'-GAATTCCTTCTCCTCTCCTTT-3'

Stem loop primer 5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACAAAGGA-3'

osa_miR169a

forward 5'-CAGCCAAGGATGACTTGCCGA-3'

Stem loop primer 5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTCGGCA-3'

osa_miR172b

forward 5'-GGAATCTTGATGATGCTGCAT-3'

Stem loop primer 5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACATGCAG-3'

rgl-miR164

forward 5'-TGGGGAAGAAGAGCACATGAA-3'

Stem loop primer 5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTTCATG-3'
bdi-miR319b 

forward 5'-TTGGACTGAAGGGTGCTCCCT-3'

Stem loop primer 5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACAGGGAG-3'
zma-miR482-5p 

forward 5'-TGGGAGATGAAGGAGCCTT-3'
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 miRNA’ların Hedeflediği Genlerin Saptanması ve qRT – PCR ile Hedef 3.11.

Genlerin Ġfadelerinin Doğrulanması 

 

Tesbit edilen olgun miRNA dizileri miRNA hedeflerini tahmin etmek için 

buğdaya ait ifade olan dizi veri tabanı (Expressed Sequence Tags (EST) database) ile 

hizalama (alignment) yapılmıĢtır. Sonuçlanan uyuĢmalar (alignmentlar) Allen ve ark. 

(2007) ve Schwab ve ark. (2005) tarafından önerilen kriterlere uyması gerekmektedir. 

Kullanılan kriterler kısaca Ģu Ģekildedir: 

1. sRNA ve hedef arasında 4 hatalı eĢleĢmeden fazla olmamalıdır (G-U bazları 

yaklaĢık 0,5 uyumsuzluk içerir), 

2. miRNA/hedef dupleksindeki 2 yakın hatalı eĢleĢmeden daha fazla olmamalıdır, 

3. miRNA/hedef dupleksinin 2 – 12. pozisyonundaki yakın eĢleĢmeler 

olmamalıdır, 

4. miRNA/hedef dupleksinin 10 – 11. pozisyonlarında hatalı eĢleĢmeler 

olmamalıdır, 

5. miRNA/hedef dupleksinin 1 – 12. pozisyonlarında 2.5 hatalı eĢleĢmeden daha 

fazla olmamalıdır, 

miRNA/hedef dupleksinin Minimum Serbestlik Enerjisi (MFE =Minimum free 

energy) tamamlayıcısına bağlanmıĢ miRNA‟nın MFE‟sinin %75‟ine eĢit veya büyük 

olması gerekmektedir. 

 

 

 Bazı miRNA’ların Hedef Genlerinin qRT – PCR ile Ġfade Analizi 3.12.

 

Kök boğazı çürüklüğü ve tuzluluk stresinde ortaya çıkan miRNA‟larla alakalı 

duyarlı ve dayanıklı çeĢitlerde varyasyon teĢkil eden miRNA hedef genlerinin ifade 

düzeylerini belirlemek için qRT-PCR kullanılarak, miRNA-hedef gen çiftleri 

belirlenmiĢtir. miRNA‟ların hedef transkriptleri Plant Small RNA Target Analysis 

Server (psRNA Target, http:// plantgrn. Noble. org/ psRNATarget) ve (BlastN 

algoritması http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn) kullanılarak 
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tesbit edilmiĢtir. Spesifik PCR primerleri Primer3 Plus yazılımı (http:// www. 

bioinformatics. nl / cgi-bin / primer 3 plus / primer 3 plus. cgi/) kullanılarak tasarımı 

yapılmıĢtır.  

Buğdayda 3 farklı stres faktörü ile 2 farklı dokusunda (yaprak, kök) 16 adet 

miRNA‟nın hedef genlerinin ifade düzeyleri ölçülmüĢtür. qRT-PCR analizleri için 

Çizelge 3. 8‟de verilen hedefler ve primerleri kullanılmıĢtır. Primerler yukarıda ifade 

edildiği gibi tasarlanmıĢtır. qRT-PCR deneyleri üç tekrarlı olarak yapılmıĢtır.  

 

Çizelge 3.8. qRT-PCR ile ifade düzeyleri belirlenmeye çalıĢılan hedef 

miRNA‟ların primerleri 

miRNA adı Ġleri Primer 

(5' >3') 

Geri Primer(F) 

(5' >3') 

Gen GI product 

size (bp) 

Tar_bdi-miR159-3p  AACAGCGGTCTCTTGGAAGA GGATTGCCACTGAAAGGAGC giI359950733 199 

Tar_osa-miR1869  CGCAAGTGAGCTAGGTGAAC GCGAGAAGAAGGGCATCATG giI21852 193 

Tar_ppt-miR901  TGGAACTGAGCACACTGACA GCCATCACTGTAGTTGCCAA giI32456059 184 

Tar_ptc-miR169b-3p  CGCAACAATTAGGACAAGGC CTCCCCTTGTCTTTGCTGC giI508732624 158 

Tar_ptc-miR482c-5p  CACTGTCCCCATCCTGAACT GTGTCTGTGCAGCTTGAGAA gi:357154399 184 

Tar_cre-miR1169-3p TGACTCGGGCCAATTACCTT TGGGTTGCCTTTTGTGATGG gi|32662311 230 

Tar_ssl-miR398 GGCACCCGAAGATGAAATCC TCCACCCTTGCCAAGATCAT gi|380875809 175 

Tar_zma-miR164g-3p TCCACAACGTGTCCTGAAGA ATATCGCCTGTTGTTGTCGC gi|357148196 168 

Tar_osa-miR319a-

3p.2-3p 

TCTTCGACAGGAGCACACTT TCCTTGAAGTCCCAGAGCTG gi|357161557 211 

ath_miR5655 GTGGAGGTTTAGAAGGCCCT CCTTCGAGTTGCCAGTTTCC gi|68036923 147 

cca-miR6108f CGTCCTCAACATCGTCAAGC CAAGCAGAATAACGCCCGTG gi|162319715 205 

hci_mir156a  CAGCTCTTACCTGCCTTGC CAGCAGCACGATACAGCAAG gi|231274751 221 

mdm-miR159c  TGGCAGGAGAGTTAGCGATC AAGTAGGCAGGGACAGTGAC     gi|2827001 231 

mtr-miR5227 CAGCCTACGAACAGCACAAG GGCTGTTGGGGTTGATTCTG gi|18481621 193 

osa_miR169a CCCTGGCAAATCATCCTTGG CCATGCCACACAAACCTACC gi|45774394 196 

osa_miR172b CGACAGGGGATCGGGATTTA GGGTGAAGGAGTATGCTGGA gi|68037672 216 
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 qRT – PCR Verilerinin Değerlendirilmesi 3.12.1.

 

miRNA hedef gen ekspresyon analizinde örneklerin eĢik (threshold) değerleri 

çalıĢmada kullanılacak olan Roche LightCycler 480 RT- PCR cihazının Software 

yazılımı aracılığı ile analiz edilmiĢtir (Ünver ve ark., 2009). RT - PCR analiz 

sonuçlarına göre örneklerin Ct değerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel 

programı yardımıyla hesaplanarak genlerin ekspresyon düzeyi, oransal hesaplama 

Livak ve Schmittgen (2001) metoduna (2
-ΔΔCt

) göre belirlenmiĢtir. RT-PCR analizinde 

hedef transkriplerin normalizasyonunda 18S rRNA (AF147501) kulanılmıĢtır. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI VE TARTIġMA 

 

 F. culmorum ve B. sorokiniana Ġnokülasyon Sonuçları 4.1.

Patojen ugulamasından sonra göze çarpan en belirgin özellik uygulamaya maruz 

kalan Bezostaja-I ve Mızrak-98 buğday çeĢitlerinde yatma gözlenmesi olmuĢtur (ġekil 

4. 1). Uygulamadan sonra belirli aralıklarla incelendiğinde kök ve kök boğazı 

hastalığının en belirgin özelliği olarak bitkinin kök boğazı bölgesinde belirgin hastalık 

semptomlar (ġekil 4. 2) oluĢmaya baĢlamasıdır (Demirci ve ark., 2003). 

 

ġekil 4. 1. Mızrak ve Bezostaja-I çeĢitlerine fungus uygulama öncesi ve Mızrak 

çeĢitinde fungus uygulamasının 48. Saat sonrası genel görünüĢü. 

 

Uygulamanın 48. saatinde ise bu çeĢitlerin kök boğazı bölgesinde sarıdan 

kahverengine doğru renk değiĢiminin olduğu gözlemlenmiĢtir (ġekil 4. 2) Buda 

patojenlerin sporlarının bitkinin kök boğazı bölgesine baĢarılı bir Ģekilde inokule 

olduğunu göstermektedir. Patojen inokule edilmeyen kontrol gruplarında kök ve kök 

boğazı lezyonlarına rastlanmamakla beraber bitkinin yatması görülmemiĢtir. 

 



67 

 

 

ġekil 4. 2. Patojen uygulamasının 48. saatinde kontrol ve F.culmorum 

uygulama örnekleri 

 

 

 F.culmorum Uygulanan Buğday ÇeĢitlerinin RNA Konsantrasyonları 4.2.

 

Buğday çeĢitlerine F. culmorum uygulaması sonucu total RNA konsantrasyonları 

çizelge 4. 1 de, RNA‟ların jel görüntüleride ise ġekil 4. 3‟de verilmiĢtir. Örneklerin 

tümünde O.D. değerleri 1,8‟dan fazla olduğundan F.culmorum uygulanan ve kontrol 

örneklerinin RNA konsantrasyonu analiz için yeterli bulunup analizler yapılmıĢtır.  

 

Çizelge 4.1. F. culmorum kontrol ve uygulama örneklerine ait RNA 

konsantrasyon değerleri 

  Fusarium Kontrol     

Örnek adı Örnek no Nükleik asit kons. (ng/µl) 
OD 

260/280 

OD 

260/230 

1. I. Bezostaja-I 1.1 1327,8 2,13 1,54 

2. II.Bezostaja-I 1.2 1812,8 2,09 2,05 

3. I. Mızrak 3.1 5310,9 2,00 1,92 

 4.II. Mızrak 2.2 3458,1 2,10 2,12 

Örnek adı Fusarium Uygulama     

  Örnek no Nükleik asit kons. (ng/µl) 260/280 260/230 

A.I. Mızrak 7-b 3103,5 2,06 1,78 

B.II. Mızrak 8-a 4741,2 2,06 1,82 

C.I. Bezostaja-I 15-b 2401,7 2,10 1,98 

D.I. Bezostaja-I 16-b 3724,2 2,03 1,78 
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ġekil 4. 3. F. culmorum Stresi RNA‟lar Agaroz Jel görüntüsü.1 ve 2 Bezostaja-I 

uygulama, 3 ve 4 Mızrak-88 uygulama, A ve B Bezostaja-I kontrol,C ve D Mızrak-88 

kontrol gruparını göstermektedir. 

 

 

RNA‟lar % 1,5 agaroz jel üzerinde yürütülmüĢ ve RNA bantları iki parlak 

bantlar olarak ortaya çıktmıĢtır (28S ve 18S). RNA‟dan uygun olanlar çizelge 4. 1‟de 

verilen numaraya göre alınırken Ģekil 4. 3‟deki Bezostaja-I uygulama için 1 ve 2; RNA 

örnekleri patojen uygulanmayan kontroller için A ve B; Mızrak-98 çeĢidi için 3 ve 4; 

kontrolleri için ise C ve D hatlarındaki RNA‟lar analizler için seçilmiĢtir. 

 

 B. sorokiniana Uygulanan Buğday ÇeĢidinin RNA Konsantrasyonu 4.3.

 

B.sorokiniana‟ya dayanıklı buğday çeĢidi olan Bezostaja-I ve hassas buğday çeĢidi 

olan Mızrak-98‟e patojen uygulaması sonucu total RNA konsantrasyonlarına ait 

A260/280 O.D. değerleri Çizelge 4. 2‟de, RNA‟ların agaroz jel görüntüleri ise ġekil 4. 

4‟de verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.2. B. sorakinana kontrol ve uygulama örneklerine ait RNA 

konsantrasyon değerleri 

  Bipolaris Kontrol     

Örnek Adı Örnek no Nükleik asit kons. (ng/µl) 
O.D O.D 

260/280 260/230 

5- I. Bezostaja-I a1 2095,2 2,09 2,00 

6- II. Bezostaja-I a2 1868,6 2,12 2,11 

7-I. Mızrak c1 2347,8 2,08 1,87 

8-II. Mızrak c3 2425,5 2,01 1,98 

  Bipolaris Uygulama     

Örnek adı Örnek no 
Nükleik asit kons.(ng/µl) 

260/280 260/230 

  A1) -I. Mızrak 3-a 4183,6 2,06 1,90 

 B1) -II. Mızrak 4-b 2305,4 2,04 1,64 

C1) - I. Bezostaja-I 11-b 4779,9 2,04 2,08 

 D1)-II.Bezostaja-I 12-b 4366,5 2,07 1,98 

 

 

 
ġekil 4. 4. B. sorokiniana Stresi RNA‟lar Agaroz Jel görüntüsü. 5 ve 6 Bezostaja-I 

uygulama, 7 ve 8 Mızrak-88 uygulama, A1 ve B1 Bezostaja-I kontrol, C1 ve D1 

Mızrak-88 kontrol gruparını göstermektedir 
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 Tuz Uygulanan R ve S genotiplerinin RNA Konsantrasyonu ve Jel 4.4.

Görüntüsü 

 

Total RNA konsantrasyonları A260/280 O.D. değerleri 1,8‟dan fazla olan tuz 

uygulanan ve kontrol örenklerinin RNA konsantrasyonu analiz için yeterli 

bulunmuĢtur değeri Çizelge 4. 3 verilirken RNA‟ların jel görüntüleride (ġekil 4. 5) 

alınmıĢtır.  

Çizelge 4. 3. Tuz stresi kontrol ve uygulama örneklerine ait RNA 

konsantrasyon değerleri 

  Tuzluluk Kontrol     

Örnek Adı Örnek no Nükleik asit kons. (ng/µl) 
O.D O.D 

260/280 260/230 

1 - I. Bezostaja-I III-A 655,8 2,07 1,38 

2-II. Bezostaja-I III-B 610,4 2,03 1,45 

3- I. Seri-82 VII-A 743,2 2,05 1,54 

4-II. Seri-82 VII-B 865,1 2,01 1,66 

  Tuzluluk Uygulamalar     

Örnek Adı Örnek no Nükleik asit kons. (ng/µl) 260/280 260/230 

a-I. Bezostaja-I III 1343,5 2,05 1,36 

b-II. Bezostaja-I IV 5148,7 2,04 1,82 

c-I.Seri-82 VII 1158,1 2,1 1,54 

d-II. Seri-82 VIII 508,1 1,99 1,05 

 

 

 

ġekil 4. 5. Tuz Uygulamasındaki RNA‟lar ve Agaroz Jel görüntüsü. a ve b seri-82 

uygulama, c ve d bezostaja-I uygulama,1 ve 2 seri-82 kontrol, 3 ve 4 bezostaja-I kontrol 

gruparını göstermektedir 
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 MikroRNA Mikroarray Analizi 4.5.

 

 Biyotik Stres Faktörlerinin Analizi 4.5.1.

 

ÇalıĢmada patojen olarak kullanılan F. culmorum ve B. sorokiniana 

patojenlerinin uygulandığı buğday çeĢitlerinden elde edilen toplam RNA ile yapılan 

mikroarray çalıĢma verileri Gene Spring analiz programı ile değerlendirilmiĢtir. Elde 

edilen sinyal Ģiddetlerinin normalizasyonu ise quantile yöntemine göre yapılmıĢtır. 

Sonuçlara göre p<0,05 veya p=0,05 olan problar seçilerek kat değiĢim (fold change) 

değerleri 1,45‟e eĢit ve üzerinde olanlar Çizelge 4. 4 de gösterilmiĢtir. Bu sonuçlara 

göre seçilen miRNA‟ların qRT-PCR ile doğrulanması yapılarak hedef genleri tesbit 

edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmada, R (dayanıklı Bezostaja-I) ve S (hassas Mızrak-98) 

buğday genotipleri iki mantar (F. culmorum ve B. sorokiniana) patojeni ilgili miRNA 

ifade değerleri oluĢturulmuĢ ve 9 miRNA örnekleri qRT-PCR ile hedeflenmiĢtir 

 

Çizelge 4. 4. Fungus uygulaması sonucu elde edilen kat değiĢim (fold change) 

değerleri. 

F. culmorum 

Bezostaja-I Kontrol 

ve Bezostaja-I 

Uygulama 

Bezostaja-I 

Uygulama ve 

Mızrak Uygulama 

Mızrak 

Kontrol ve 

Mızrak 

Uygulama 

miRNA adı 
   

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 

bdi-miR159 1.260 -1.254 -2.329 

cre-miR1168.1 1.570 1.054 19.472 

cre-miR1169-3p 3.138 26.821 -1.661 
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Çizelge 4. 4. (devamı) Fungus uygulaması sonucu elde edilen kat değiĢim  

değerleri. 

 

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 

osa-miR1423b -1.312 1.091 -2.497 

osa-miR1427 1.197 1.054 57.637 

osa-miR1439 4.310 -19.686 3.729 
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Çizelge 4. 4. (devamı) Fungus uygulaması sonucu elde edilen kat değiĢim 

değerleri. 

osa-miR159f 1.428 -1.285 -2.086 

osa-miR1869 4.074 -60.004 -22.824 

osa-miR2093-5p -1.515 1.033 -1.412 

osa-miR2867-3p 1.583 -19.212 1.061 

osa-miR2918 37.031 1.054 1.025 

osa-miR2928 35.773 1.054 1.025 

osa-miR319a-3p -1.477 1.247 -1.097 

osa-miR390-5p 1.515 -20.796 1.049 

osa-miR5338 158.650 1.054 1.025 

osa-miR5510 -1.773 -1.180 -1.670 

osa-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 

ppt-miR901 20.782 -56.821 1.760 

ptc-miR169b-3p 212.160 1.054 1.025 

ptc-miR396e-3p -2.462 1.069 -1.472 

ptc-miR474b -1.678 1.136 1.056 

ptc-miR482c-5p 1.199 -18.945 -19.495 

ptc-miR6436 -1.058 -109.016 -112.181 

sbi-miR5565d 96.915 1.054 1.025 

sbi-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 

vvi-miR3624-5p 98.313 1.054 1.025 

vvi-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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Çizelge 4. 4. (devamı) Fungus uygulaması sonucu elde edilen kat değiĢim 

değerleri. 

 

B. sorokiniana       

ath-miR771 1.697 -1.100 1.171 

ath-miR869.1 129.708 -1.015 1.035 

cre-miR1169-3p 274.313 -5.225 10.440 

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 

osa-miR1881 158.488 -2.563 40.264 

osa-miR319a-

3p.2-3p 
-9.513 -1.661 -30.276 

osa-miR528-5p -2.175 1.517 -1.555 

osa-miR5525 -2.031 -1.058 -31.139 

osa-miR5800 -1.229 1.468 1.039 

osa-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 

ssl-miR398 -145.983 4.641 -29.780 

vvi-miR3624-5p 58.699 -1.015 1.035 

zma-miR164g-3p -16.860 1.310 -49.344 

 

Buğdayda hem F. culmorum ve hem B. sorokiniana patojenlerine duyarlı 

miRNA'lar tesbit etmek için iki ayrı Agilent 8x15K miRNA-mikroarrayi için, ilk 

etapta F. culmorum patojenine duyarlı Bezostaja-I (R) ve Mızrak-98 (S) buğday 

genotiplerinin RNA örnekleri array üzerine hibridize edilmiĢ ve ikinci etapta B. 

sorokiniana patojenine duyarlı R ve S buğday genotiplerin RNA numuneleri array 
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yerleĢtirilerek hibridize edilmiĢtir. Bu patojenlere bağlı olarak 87 miRNA tesbit 

edilmiĢtir (Çizelge4. 4). 

Tesbit edilen 87 miRNA‟dan 66 miRNA F.culmorum patojeni uygulaması 

sonucu 21 miRNA ise B.sorokiniana patojeni uygulaması sonucu belirlenmiĢtir (ġekil 

4. 7). miRNA'ların sekiz tanesi (cre-miR1169-3p, mtr-miR2592s-3p, osa-miR1427, 

osa-miR319a-3p.2-3p, ath-miR869.1, ptc-miR169b-3p, vvı-miR3624-5p, miR482e) 

F.culmorum ve B.sorokiniana patojen uygulamasında ortak olarak ifade edilmiĢtir 

(ġekil 4. 6). 

 

 

 
ġekil 4. 6. R ve S buğday genotiplerinde F. culmorum ile B. sorokiniana uygulamsı 

sonucu oluĢan miRNA grupları 

 

 

ÇalıĢmanın ilk etabında, F. culmorum duyarlı miRNA‟ların profili tesbit 

edilmiĢtir. Tesbit edilen 66 miRNA'lardan dokuz tanesi (miR156, miR159, miR169, 

miR171, miR319, miR390, miR396, miR408, miR535) korunmuĢ miRNA 

ailelerindendir (http: // pmted. agrinome. org/ index. jsp) (Çizelge 4. 5). 

F. culmorum array çalıĢmasında vvi-miR3626-3p, ptc-miR474b, peu-miR2911, 

gma-miR5783, ath-miR2933a, gma-miR171k-5p, gma-miR156a transkriplerin ifadesi 

R genotipinde azalırken (down regülation)  S genotipinde ifade seviyesi artmıĢtır (up 

regülation). T. aestivum‟da powdery  mildew (külleme) enfeksiyonu uygulamasında  

miR156, miR171,miR164 ve miR396‟nın ifadesinde azalma olduğu rapor edilmiĢtir 
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(Khraiwesh ve ark., 2012). Ayrıca ilk deneyde R genotipinde (B-U ve B-K) 19 

miRNA ve S genotipinde (M-U ve M-K) 14 miRNA da ifade artması gözlenmiĢtir. 

ÇalıĢmamızın ikinci basamağında  buğdayda B.sorokiniana’ya duyarlı 

miRNA'lar tesbit edilmiĢtir. Tesbit edilen miRNA‟lardan 4 tanesi (miR164, miR169, 

miR319, miR398) korunmuĢ miRNA ailesindendir (Koptekin ve ark.,2013). 

B.sorokiniana uygulamasına bağlı olarak tesbit edilen 21 miRNA dan 6 tanesi hem R 

genotipinde (B-U ve B-K kütüphaneler) hemde S genotipinde (M-U ve M-K) ifade 

seviyesinde artma gözlemlenmiĢtir (Çizelge 4. 5). 

gma-miR482e ait transkriptlerin M-U ve M-K kütüphanesinde ifadesi azalma 

gösterirken, B-U ve B-K kütüphanesinde ifadesi aĢırı miktarda artıĢ göstermiĢtir. 

B.sorokiniana stresi sonucu 8 miRNA (ath-miR771, ath-miR869.1, mtr-miR2592s, 

mtr-miR2634, osa-miR6253, ptc-miR169b-3p, ptc-miR477d-3p, vvı-miR3624-5P) 

sadece B-U ve B-K kütüphanesinde ifade azalması gözlemlenmiĢtir. 

Ayrıca ath-miR771, cre-miR1169-3p, osa-miR1881, ppt-miR894, sbi-

miR169r-5p mtr-miR2592s gibi miRNA‟lar M-U ve B-U kütüphanelerinde ifade 

azalması gösterirken M-C ve B-C kütüphanelerinde ifade artıĢı olmuĢtur. 

Çizelge 4. 5.‟de koyu gösterilen ve kat değiĢim (fold change) oranları fazla 

olan miR169b-3p, miR901, miR482c-5p, miR159, miR1869, miR319a-3p.2-3p, 

miR398, miR164g-3p ve miR1169-3p miRNA‟lar seçilerek miRNA-microarray 

verilerini doğrulama amacı ile gerçek zamanlı PCR ile göreceli (relative) ifade 

seviyesine bakılmıĢtır. 
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ġekil 4.7. Biyotik stres faktörleri ile yapılan miRNA-mikroarray ısı (heatmap) 

grafiği. 
 F culmorum patojeni (solda), B. Sorokiniana patojeni (sağda). Kırmızı renk ile ifade 

edilen miRNA‟lar ifadesi yüksek olan problar iken mavi renkteki miRNA‟lar ise 

ifadesi düĢük olan problardır. 

 

 

Biyotik strese bağlı olarak miRNA mikroarray ısı haritasının (heat map) 

grafiğinde 11.861 miRNA'ın normalize sinyal yoğunlukları temsili gösterilmiĢtir 

(ġekil 4. 7). Örneğin F.culmorum uygulamasına bağlı olarak Bezostaja-I kontrol 

uygulamasında miRNA‟lar genelde ifade seviyesinde artıĢ (up regüle) olurken 

ugulamaya bağlı olarak mavi renk kümesinin oluĢumu artıĢ göstermektedir buda 

miRNA‟ların ifade seviyesinde azalma (down regüle) olduğunu göstermektedir. Yine 

ısı haritası (heat map) grafiğinde R ve S buğday genotiplerindeki miRNA‟ların artıĢı 

veya azalıĢı hakkında bilgi verirken sarı renkler ise istatiksel olarak bir önemi yoktur 

çünkü P<0,05 den büyük olmasından kaynaklanmaktadır. Doğru analiz için kat 

değiĢim değeri 1,45 üzerinde ve tekrarlı ölçü değeri olan p‟nın 0,05 veya küçük olması 

gerekmektedir. 
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 Abiyotik Stres Faktörünün Analizi 4.5.2.

 

Abiyotik stres (Tuz) faktörü ile yapılan miRNA-mikroarray çalıĢmasında 

buğdayın iki farklı genotipinin kök bölgelerinden elde edilen toplam RNA‟lar ile 

yapılmıĢtır. Mikroarray‟de profilleri değiĢiklik gösteren birçok miRNA (Çizelge 4. 6) 

tesbit edilmiĢtir. Ġki farklı veri tabanından (miRBase v20 ve PMRD) seçilen 11.861 

problar kullanılarak tuz dirençli (R) Seri-82 ve hassas (S) Bezostaja-I genotiplerinden 

tuz stresine duyarlı olan miRNA‟lar tesbit edilmiĢtir. 

Çizelge 4. 5. Abiyotik stres faktörü kat değiĢim (fold change) değerleri. 

Sistematik isimler Bezostaja-I 

kontrol ve 

Bezostaja-I 

uygulama 

Bezostaja-I 

uygulama ve 

Seri-82 

uygulama 

Seri-82 kontrol ve 

Seri-82 uygulama 

ath-miR3440b-3p 1.336 1.157 1.509 

ath-miR5021 -2.715 -1.032 -3.064 

ath-miR5655 -20.536 -1.128 -22.473 

bdi-miR319b 1.179 2.026 1.682 

cca-miR396c -1.002 -2.957 16.219 

cca-miR6108f -1.231 -48.712 -58.188 

cre-miR1168.2 1.104 -1.867 -1.777 

hci-miR156a 1.071 1.596 1.388 

hvu-miR5049a -263.550 -1.058 -2.187 

mdm-miR159c -1.002 -5.434 -5.282 

mtr-miR395h 11.617 1.251 1.034 
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Çizelge 4. 5.(devamı) Abiyotik stres faktörü kat değiĢim değerleri. 

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 

osa-miR172b 2.451 18.911 63.818 

osa-miR396a-3p 1.152 -1.933 1.074 

osa-miR444b.2 -260.036 1.406 -1.684 

osa-miR5076 -1.378 -3.055 -1.200 

osa-miR5083 1.556 -1.109 1.491 

osa-miR529b -1.537 -14.110 -21.036 

osa-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 21.571 1.552 1.034 

ptc-miR156l -1.368 1.467 -1.092 

ptc-miR164f -1.027 1.466 1.169 

rgl-miR164 -2.988 -16.005 -46.391 

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 

vvi-miR156e -1.036 1.722 1.354 

vvi-miR167c 1.237 1.137 1.645 

vvi-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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Çizelge 4. 5.(devamı)  Abiyotik stres faktörü kat değiĢim değerleri. 

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 

zma-miR482-5p -1.002 -23.140 -22.494 
Kısaltılan 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  

ÇalıĢmamızda buğday çeĢitlerinden Bezostaja-I ve Seri-82‟ye tuz stresi 

uygulamasına bağlı olarak miRNA mikroarray çalıĢması sonucu fold change (kat 

değiĢim) değerleri 1.45‟e eĢit ve üzerinde sinyal veren problar kullanılarak 44 miRNA 

tesbit edilmiĢtir (Çizelge 4. 5).  

R genotipindeki S-U ve S-C kütüphanesinde 21 miRNA ile S genotipindeki B-

U ve B-K kütüphanesinde 20 miRNA ifadesinde artıĢ olmuĢtur. Tesbit edilen 

miRNA‟lardan dokuz tanesi (pab-miR3710, peu-miR2916, ppt-miR1074, ptc-

miR156l, ptc-miR164f, smo-miR156d, vvi-miR156e, zma-miR164b-3p, zma-

miR169d) hassas (S) B-K ve B-U kütüphanesinde ifadesinde azalma olurken dayanıklı 

(R) S-K ve S-U kütüphanesinde ifadesinde artıĢ olmuĢtur. miR482-5p ise hem R 

genotipinde hem S genotipindeki kütüphanelerde ifade azalıĢı gözlemlenmiĢtir. 

Dört kütüphanede tesbit edilen bu miRNA‟lardan (koyu renkle belirtilenler) 

bazıları  (miR5655, miR6108f, miR159c, miR164, miR482 miR156a ve miR172b ) 

seçilerek, miRNA-mikroarray verilerini doğrulama amacı ile gerçek zamanlı PCR ile 

göreceli ifade seviyesine bakılmıĢtır. 
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ġekil 4. 8. Abiyotik stres faktörleri ile yapılan miRNA-mikroarray ısı (heat 

map) grafiği.  
(S-K: Seri-82 kontrol, S-U: Seri-82 uygulama, B-K: Bezostaja-I kontrol, B-U: 

Bezostaja-I uygulama) 

miRNA-mikroarray ısı grafiğinde (heat map) (ġekil 4. b) görüldüğü gibi tuz 

uygulamasına bağlı olarak dayanıklı (R) genotip olan Seri-82‟de miRNA‟ların genelde 

ifade seviyesinde artıĢ görülürken hassas (S) genotip olan Bezostaja-I da ise 

uygulamaya bağlı olarak miRNA‟ların ifade seviyesinde azalma görülmektedir. 

 

Biyotik stres altındaki R ve S genotipinde tesbit edilen miRNA’larının Hedef 4.6.

Gen Analizi 

 

Buğdaya ait R ve S genotiplerinde miRNA‟lar, miRNA-mikroarrayı ile tesbit 

edilmiĢtir. Tesbit edilen bazı miRNA‟lar ve yeni miRNA‟ların biyoinformatik olarak 

hedefledikleri genler / proteinlerin aksesyon numaraları ve adları EK 1 ve EK.2.‟de 

verilmiĢtir. Hedef gen bulunurken psRNATarget (http: // bioinfo 3. noble. Org / 

psRNATarget/) adlı veritabanı kullanılmıĢtır. Buğday EST‟si taranarak bu verilere 

ulaĢılmıĢtır. Ayrıca tesbit edilen miRNA‟ların gen ontolojisi(EK 1) ve genel iĢlevleri 

(general process) EK. 4.‟de verilmiĢtir. 
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F. culmorum uygulaması sonucu R ve S genotiplerinde, 60 miRNA tarafından 

546 hedef gen tesbit edilmiĢtir. Bu hedef genlerin fonksiyonel profilini tesbit etmek 

için Blast2GO yazılımı kullanılarak Gen Ontoloji (GO) analizi yapılmıĢtır. S ve R 

genotiplerinde 546 duyarlı genin yanıt verme mekanizmasında iĢlevlerinin olduğu 

tesbit edilmiĢtir. Bunlar, hücresel iĢlev, protein metabolizması, taĢıma, karbonhidrat 

metabolizması biyolojik kalite düzenlenmesi, gen ifadesi, geliĢim iĢlevi, sinyal iletimi, 

RNA metabolik iĢlev, üreme iĢlevi ve diğer kategorilerde farklı olarak (ġekil 4. 9) 

düzenlendiği tesbit edilmiĢtir. 

 

ġekil 4. 9. F. culmorum uygulamasında tesbit edilen miRNA‟ların biyolojik 

fonksiyonları  

 

B. sorokiniana uygulaması sonucu R ve S genotiplerinde, 155 hedef gen 

toplamda 17 miRNA tarafından düzenlenmiĢtir. ssl-miR398 molekülünün bu süreçte 

101 transkript hedeflediği görülmüĢtür. 

Hedef geni tesbit edilen 17 miRNA‟dan ath-miR869.1 hariç diğer onaltısı en az 

bir transkript hedef almıĢtır. Hedef genlerin çeĢitli fonksiyonları bulunmuĢ ve bunlar 

metabolik iĢlevler, uyarılara yanıt, protein metabolizması, taĢıma, karbonhidrat 
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metabolizması, peroksidaz reksiyonları, gen ifadesi, geliĢim iĢlevi, sinyal iletimi, RNA 

metabolik iĢlev, üreme iĢlevi ve oksidasyon iĢlemi gibi kategorilerin bulunma oranları 

ġekil 4. 10 da verilmiĢtir. Ayrıca B.sorokiniana uygulaması sonucu tesbit edilen 

miRNA‟ların gen ontolojisi (gene ontology) (EK. 2.) ve genel iĢlevleri (general 

process) EK .4.‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4. 10. B. sorokinian uygulmasında tesbit edilen miRNA‟ların biyolojik 

fonksiyonları 

 

 Abiyotik stres altındaki R ve S genotipinde tesbit edilen miRNA’larının 4.7.

Hedef Gen Analizi 

 

Tuz uygulamasına bağlı olarak tesbit edilen miRNA‟ların miRU „ya yüklenen 

sekansları nerede ise mükemmele yakın bir Ģekilde hedef miRNA‟lara 

bağlanmıĢlardır. Bu miRNA'ların olgun dizileri http: // plantgrn. noble. Org / 

psRNATarget/ web sunucusuna yüklenerek ve 565 potansiyel genleri hedeflediği 

görülmüĢtür. Bu genlerin açıklama Blast2GO paketi ile yapılmıĢtır. Sonuç olarak 

buğdayın R ve S genotiplerine tuz uygulanmsı sonucu, 44 miRNA tarafından 565 
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hedef gen tesbit edilmiĢtir. Hedef genlerin metabolik süreci 10 farklı ana baĢlıkta 

toplanmıĢtır. Metabolik iĢlev, uyaranlara yanıt, hücresel iĢlev, gen ifadesi, geliĢim 

iĢlevi, protein metabolizması, sinyal iletimi, taĢıma, üreme iĢlevi ve diğerleri 

kategorilerin bulunma oranları % olarak ġekil 4.12‟de verilmiĢtir. Ayrıca Tuz 

uygulamsı sonucu tesbit edilen miRNA‟ların gen ontolojisi (gene ontology) EK. 3. ve 

genel iĢlevleri (general process) EK. 4.‟de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4. 11. Tuz uygulamasında tesbit edilen miRNA‟ların biyolojik 

fonksiyonları 

 

 Biyotik stres uygulaması ile tesbit edilen bazı miRNA’ların qRT-PCR ve 4.8.

mikroarray ekspresyon analizleri 

 

ÇalıĢmada miRNA qRT-PCR ifade analizlerinde RNA‟ları seyreltme faktörü 

1/2, 1/4 ve 1/8 olarak belirlenmiĢtir. Mikro-array ifade analizine bağlı olarak uygun 

seyreltme faktörü kullanılmıĢtır. Uygulama sonucu tesbit edilen bazı miRNA‟ların 

ifadeleri qRT-PCR anlizi ile doğrulanması yapılarak, miRNA‟ların array ve qRT-PCR 

sonuçları verilmiĢtir. qRT-PCR ifade seviyeleri çok düĢük olması sebebi ile ifade 

seviyeleri 10
8
 ile çarpılarak karĢılaĢtırılabilir duruma getirilmiĢtir. 
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ġekil 4.12. ppt-miR901‟nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 

(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mızrak kontrol. M-U; 

Mızrak uygulama)  

 

ppt-miR901; Array ifade grafiğine göre F. culmorum uygulamasına bağlı olarak B-U 

ile B-C ve M-K ile M-C kütüphanelerinde ifade seviyeleri düĢmüĢtür (ġekil 4.12). 

Uygulamaya bağlı olarak her iki R ve S genotiplerinde qRT-PCR ve mikroarray 

sonuçlarında ifade seviyeleri düĢüĢ göstermiĢtir. Sonuç olarak ppt-miR901 array ve 

qRT-PCR karĢılaĢtırıldığında ekspresyon seviyeleri uyum içindedir. Patojen 

uygulamasında ppt-miR901 ifade azalması daynıklılık yolunda görev alan 

miRNA‟laradan biri olduğu öngörülebilir. 

 

 

ġekil 4.13. bdi-miR159‟un mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K;Mızrak kontrol. M-U; Mızrak 

uygulama)  

 

 

bdi-miR159; Array ifade değerine göre R genotipinde F. culmorum uygulamasına 

bağlı olarak ifade azalırken S genotipinde ifade artıĢı görümektedir. qRT-PCR 

sonuçlarına bakıldığında R ve S genotiplerinde de ifade azalıĢı gözlemlenmiĢtir (ġekil 
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4. 13). Array ve qRT-PCR ifadesinde S genotipi açısındak farklılık görülmektedir. Bu 

qRT-PCR ekspresyonda farklı sinyallerin okunmasından kaynaklanabilir (Eldem ve 

ark.,2013). 

 
ġekil 4. 14. osa-miR1869‟nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 

(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mızrak kontrol. M-U; 

Mızrak uygulama)  

 

 

osa-miR1869; Mikroarrayde yoğun olarak görülmüĢtür. Array ifade değerine 

göre R genotipi F. culmorum uygulamasına bağlı ifade seviyesi azalırken S 

genotipinde patojen uygulaması sonucu array ifade seviyesinde artıĢ göstermiĢtir 

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

bağlı ifade azalırken S genotipinde da mikroarray ekpresyonun aksine qRT-PCR 

ekspresyon ifadesinde artıĢ tesbit edilmiĢtir. Bu farklılık ise çapraz hibridizasyona 

uğrayan problardan kaynaklanıyor olabilir (Xin ve ark., 2012). 

 

 

 

ġekil 4. 15. ptc-miR169b-3p‟nin mikroarry ve qRT-PCR ifade grafiği 
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mızrak kontrol. M-U; 

Mızrak uygulama)  
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ptc-miR169b-3p; F. culmorum R ve S genotiplerine uygulamasına bağlı olarak hem 

array ekpresyonunda hem de qRT-PCR ekspresyon ifadesi azalmıĢtır. miR169b-3p 

array ve qRT-PCR ekpresyonunda uygun bir korelasyon görülmektedir. Ġfade azalıĢı R 

genotipte daha fazladır (ġekil 4.15). soya fasülyesi (Glycine max Merr.) köklerine 

Bradyrhizobium japonicum enfeksiyonu sonucu miR169‟un köklerde ifadesinde 

azalma olduğu rapor edilmiĢtir (Khraiwesh ve ark., 2012). 

 
ġekil 4. 16. ptc-miR482c-5p‟nın mikroarry ve qRT-PCR ifade grafiği 

(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mızrak kontrol. M-U; 

Mızrak uygulama)  

 

ptc-miR482c-5p; F. culmorum uygulamasına bağlı olarak mikroarrayde “kat 

değiĢim” değeri çeĢitler arasında farklı seviyede ifade olan bu miRNA‟nın array 

ekspresyon grafiğine göre B-K ve B-U kütüphanesinde ifadesi azalmıĢ M-K ve M-U 

kütüphanesinde ifadesi artmıĢtır (ġekil 4.16). Gupta ve ark. (2010) yaptıkları 

derlemelerinde miR482 Pseudomonas syringe (DC3000)‟le enfekte edilen domateste 

baskılandığını tesbit etmiĢlerdir. Uygulamaya bağlı olarak qRT-PCR ekspresyon 

ifadesi array ekspresyonu arasında uygun korelasyon göstermektedir.  

 

ġekil 4. 17. cre-miR319a-3p.2-3p‟nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mızrak kontrol. M-U; 

Mızrak uygulama)  
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cre-miR319a-3p.2-3p; B. sorokiniana uygulamasına bağlı olarak array ve qRT-PCR 

ekspresyon sonuçları uygun bir korelasyon göstermektedir. Uygulamaya bağlı olarak 

cre-miR319a-3p.2-3p‟nin hem R genotipinde hem S genotipinde array ve qRT-PCR 

ekspresyon ifadelerinde artıĢ gözlenmiĢtir (ġekil 4. 17) miR319, Arabidopsis de 

miRJAW bitkiye spesifik transkripsiyon faktörleri olup tcp genleri ile yaprak 

geliĢimini düzenler (Palatnik ve ark., 2003; Schommer ve ark., 2008). 

 

ġekil 4.18. ssl-miR398‟in mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği  
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mızrak kontrol. M-U; 

Mızrak uygulama)  

 

ssl-miR398; B. sorokiniana uygulamasına bağlı olarak array ve qRT-PCR ifadeleri 

arasında uygun bir korelasyon görülmektedir. Uygulamaya bağlı olarak her iki 

kütüphande de mikroarray ve qRT-PCR ekspresyon seviyeleri artıĢ göstermektedir 

(ġekil 4. 18) Moleküler oksijen ve hidrojen peroksit süperoksit bitkilerde süperoksit 

dismutas (SOD) tarafından dönüĢtürülür. Arabidopsis‟de Cu-Zn SOD‟ları, CSD1, 

CSD2 ve CSD3 tarafından kodlanır. ÇalıĢmalarda miR398 oksidatif stres altında ifade 

azalıĢının olduğu keĢfedilmiĢtir (Khraiwesh ve ark., 2012).  



89 

 

 
ġekil 4. 19. zma-miR164g-3p‟nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiğikleri 

(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mızrak kontrol. M-U; 

Mızrak uygulama)  

 

zma-miR164g-3p; B. sorokiniana uygumasına bağlı olarak R ve S genotiplerinde 

array ifadesinde ekspresyon artıĢ tesbit edilmiĢtir. qRT-PCR ise ugulamaya bağlı 

olarak S genotipinde ekspresyon artıĢ olurken R genotipinde ekspresyon seviyesinde 

artıĢ daha az görülmektedir (ġekil 4. 19). Gen ekspresyonunda iĢlevi olan miR164 

buğdayda powdery mildew (külleme) infeksiyonu sonucu ifade olduğu olduğu rapor 

edilmiĢtir (Xin ve ark., 2010). Zma-miR164g-3p biyotik stres yanıt mekanizmasında 

görev alan miRNA‟lardan biri olduğu öngörülmüĢtür. 

 

ġekil 4. 20. cre-miR1169-3p‟nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 
(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. M-K; Mızrak kontrol. M-U; 

Mızrak uygulama)  

 

Cre-miR1169-3p; B. sorokiniana uygulamasına bağlı olarak array ve qRT-PCR 

ekpresyonuna göre R genotipini içeren B-K ve B-U kütüphanesi ile S genotipini içeren 

M-K ve M-U kütüphanesinnde ifade seviyeleri düĢmüĢtür (ġekil 4. 20). Analizlerde 

array ve qRT-PCR ekspresyon sonçularınada ifade uyumluluğu görülmektedir. 
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 Abiyotik stres uygulamasında tesbit edilen bazı miRNA’ların qRT-PCR ve 4.9.

mikroarray ekpresyon analizleri 

 

Bölüm 3.3.‟deki biyotik stres uygulama analizinde ifade edildiği gibi uygun 

sulandırma faktörü seçilerek miRNA‟ların array ve qRT-PCR sonuçlarındaki ifade 

(ekpresyon) seviyeleri ölçülmüĢtür. Tuz uygulamasında S-K ve S-U kütüphanesi R 

genotipinde, B-K ve B-U kütüphanesi ise S genotipindedir. 

 
ġekil 4. 21. ath-miR5655‟in mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 

(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 uygulamsına 

bağlı olarak ifade artıĢı gözlemlenmiĢtir. mikroarray ve qRT-PCR ekspresyonlarının 

ifadeleri birbirini desteklemektedir (ġekil 4. 22). Uygulamaya bağlı olarak ath-

miR5655 her iki kütüphanede array ve qRT-PCR analizlerine göre ifade artıĢı 

olmuĢtur (ġekil 4.21). 

 
ġekil 4. 22. mdm-miR159c‟nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 

(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 uygulamasına bağlı olarak S 

genotipinde ifade seviyesi azalırken R genotipinde de ifade seviyesi artıĢ göstermiĢtir. 

qRT-PCR ekspresyon ise her iki genotip (S ve R ) için bu ifadeyi doğrular niteliktedir 

(ġekil4. 22) 

 
ġekil 4. 23. hci-miR156a‟nın mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 

(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82 

uygulama)  

 

hci-miR156a; Tuz stres uygulasına bağlı olarak array ve qRT-PCR ifade 

seviyelerinde azalma görülmektedir. hci-miR156a‟nın array ve qRT-PCR ifadeleri 

uyum içerisinde olup uygulamaya bağlı olarak B-U ve B-K ile S-U ve S-K 

kütüphanelerinde hci-miR156a‟nın ifade azalıĢı olmuĢtur (ġekil 4. 23). Mısır köklerine 

tuz uygulanması sonucu köklerde  miR156‟nın ifade azalıĢı olduğu rapor edilmiĢtir 

(Khraiwesh ve ark., 2012) 

 
ġekil 4. 24. cca-miR6108f „in mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 

(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82 

uygulama)  

 

cca-miR6108f; Tuz stresi uygulamasına bağlı olarak array ifadesinde S 

genotipinde ve R genotipinde ifade artıĢı olmuĢtur. Fakat qRT-PCR ekspresyonu S 
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genotipinin ifade azalıĢı olurken R genotipinde ifade artıĢı olmuĢtur S-K ve S-U 

kütüphanesinde array ile qRT-PCR ekspresyonları uyuĢmaktadır (ġekil 4. 24) 

 

 
ġekil 4. 25. rgl-miR164‟nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 

(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 

kütüphanesinde ifade artıĢı olmuĢtur. B-K ve B-U ile S-K ve S-U kütüphanelerinin 

array ve qRT-PCR ekpresyon ifadeleri uygun korelasyon göstermektedir (ġekil 4.25). 

 
ġekil 4. 26. osa-miR172b‟nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 

(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82 

uygulama)  

 

osa-miR172b; Tuz ugulamasına bağlı olarak B-K ve B-U ile S-K ve S-U 

kütüphanelerinde array ve qRT-PCR sonuçları birbiri ile uyumluluk göstermektedir 

(ġekil4. 26). R ve S genotiplerinde uygulamaya bağlı olarak osa-miR172b ifade 

seviyesi azalmaktadır. miR172 buğdayda belirli bir iĢlevi görmekte ve sükkin-CoA 
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ligaz ile bir hedef etkileĢim vardır. Bitkiler âleminde, miR172 EAT (TEP) 

transkripsiyon faktörlerini hedeflemektedir (Yin ve shen, 2010). 

 
ġekil 4. 27.  zma-miR482‟nin mikroarray ve qRT-PCR ifade grafiği 

(B-K; Besostaja kontrol. B-U; Bezostja uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-82 

uygulama)  

 

zma-miR482; Tuz uygulamasına bağlı olarak array ve qRT-PCR ifadeleri uyumluluk 

içinde olup ifade seviyeleri artıĢ gösermektedir (ġekil4. 27). B-K ve B-U ile S-K ve S-

U kütüphanelerinde up regüle olmuĢtur. Buğdaya F. culmorum uygulaması sonucu 

miR482 ailesinin üyesi ifade olmuĢtur. F. culmoruma R genotipli buğday ile tuza R 

genotipli buğdayda miR482 ailesinin ifade artıĢı olmuĢtur.Yine yapılan çalıĢmada P. 

trichocarpa‟nın tuz stresine maruz bırakılması sonucu köklerde miR482‟nin ifade 

artıĢının olduğu görülmüĢtür (Khraiwesh ve ark., 2012). 

 F.culmorum uygulamasındaki miRNA ve Hedef gen analiz sonuçları 4.10.

 

Buğdaya F. culmorum uygulamasına bağlı olarak arrayde önemli derecede 

ifade edilen miR159, miR901, miR1869, miR169b-3p ve miR482c-3p korunmuĢ 

miRNA‟larına özgun ileri (Forwed)-RT ve bu miRNA‟ların hedef genlerine özgün 

ileri (Forwed)- geri (Reverse) primerleri tasarlanarak qRT-PCR ile ifade duzeyleri 

ölçülmüĢtür. miRNA ve hedef gen arasındaki orantı deneysel olarak gösterilmiĢtir. 

Hedef genlerin qRT-PCR analizlerinde, 18S rRNA geni referans alınarak buğday 

cDNA‟ları eĢit yoğunlukta reaksiyona baĢlatılmıĢtır. Hedef gen analizi yapılan 

miRNA‟ların transkripsiyon faktörünü belirlemek için buğday EST‟lerinde blast 

yapılarak karıĢılık gelen tahmini transkripsiyon faktörü verilmiĢtir. Hedef gen 

analizlerinde orantısal artıĢ olmuĢtur. 
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  miR159 ve tar159 4.10.1.

bdi-miR159‟un Squamosa promotor bağlayıcı protein (SPL) genlerini 

hedeflediği belirlenmiĢtir (Yanik ve ark., 2013) Ayrıca bdi-miR159 ve hedeflediği gen 

ile ilgili qRT-PCR sonucu ġekil 5.12‟de verilmiĢ olup bdi-miR159 ile hedef gen 

arasında uyumluluk vardır. R ve S genotiplerin her ikisinde de bdi-miR159 azalırken 

hedef gen artıĢ göstermiĢtir. M-K ve M-U kütüphansindeki M-U da hedef gen aĢırı 

ifade olunmuĢtur (ġekil 4. 28). 

 

 
ġekil 4. 28. miR159 ve tar159‟ın ifade analizi 

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

Mızrak uygulama) 

 

 miR1869 ve tar1869 4.10.2.

miR1869 biyoenformatik olarak copine aile isoform 1 (CK162380) genini 

hedeflediği bulunmuĢtur (EK 1). Metabolik iĢlevi olan miR1869‟un B-U ve B-K ile 

M-U ve M-K kütüphanelerinde qRT-PCR analizine göre ifade azalıĢı gösterirken 

hedef gen uyumlu bir Ģekilde artıĢ göstermiĢtir. R genotipindeki B-U kütüphanesinde 

ise hedef gen artıĢı daha fazladır (ġekil 4. 29). 
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ġekil 4. 29. miR1869 ve tar1869‟un miktar analizi 

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

Mızrak uygulama) 

 

 

  miR901 ve tar901 4.10.3.

miR901‟in biyoenformatik olarak sukroz sentezi tip I (sucrose synthase type I) 

(CA623473 ) genini hedeflediği tesbit edilmiĢtir (EK 1). B-K ve BU ile M-K ve M-U 

kütüphanelerinde ifade olan miR901 hedef gen M-U kütüphanesinde artıĢ olmuĢtur 

(ġekil 4.30). miR901 ile hedef gen arsında uyumluluk ġekil 4.30‟da görülmektedir. 

 
ġekil 4. 30. miR901 ve tar901‟in miktar analizi 

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

Mızrak uygulama) 

 

 



96 

 

 miR169b-3p ve tar169b-3p 4.10.4.

 

ptc-miR169b-3p T. aestivum‟da e3 ubiquitin-protein ligaz (ligase) keg 

(TC437786) biyoenformatik olarak hedeflediği tesbit edilmiĢtir (EK 1). ptc-miR169b-

3p B-Kve B-U ile M-K ve M-U kütüphanelerinde yoğun olarak rastanmaktadır. ptc-

miR169b-3p‟ın hedeflediği genle uyumu ġekil 4.31 de gösterilmiĢtir. Dayanıklı ve 

hassas çeĢitte hedef gen ifadesi artıĢ göstermiĢtir. 

 
ġekil 4. 31. miR169b-3p ve tar169b-3p‟nın miktar analizi 

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

Mızrak uygulama) 

 

  miR482c-5p ve tar482c-5p 4.10.5.

 

miR482c-5p biyoenformatik olarak origin recognition complex subunit 4-like 

(TC458339) geni hedefledeği bulunmuĢtur (EK1). miR482c-5p qRT-PCR 

ekspresyonda B-K, B-U ile M-U ve M-K kütüphanelerinde rastlanmıĢtır. R 

genotipinde uygulamaya bağlı olarak hedef gen aĢırı up regüle olmuĢtur. miR482c-5p 

ve hedefledği gen ile ilgili qRT-PCR sonucu ġekil 4. 32‟de verilmiĢtir. 
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ġekil 4. 32. miR482c-5p ve tar482c-5p‟nın miktar analizi 

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

Mızrak uygulama) 

 

 B. sorokiniana uygulamasındaki miRNA ve Hedef gen analiz sonuçları 4.11.

 

Buğday çeĢitlerine B. sorokiniana uygulamasına bağlı olarak arrayde onemli 

derecede ifade edilen miR1169-3p, miR319a-3p.2-3p, miR398, miR169b-3p ve 

miR164g-3p korunmuĢ miRNA‟larına ozgun ileri (F)-RT ve bu miRNA‟ların hedef 

genlerine ozgun ileri (F)- geri (R) primerleri tasarlanarak qRT-PCR ile ifade duzeyleri 

olculmustur. 

  miR1169-3p ve tar1169-3p 4.11.1.

miR1169-3p biyoenformatik olarak leucine-rich repeat receptor-like serine 

threonin-protein kinaz bam1-like (CJ816283) genini hedeflemektedir (EK.2.). 

miR1169-3p ve hedef gen ile ilgili qRT-PCR sonucu Ģekil 4. 33‟de verilmiĢtir. 

miR1169-3pile hedef gen arasınada uyum görülmektedir (ġekil 4.33). Tesbit edilen 

verilere göre B. sorokiniana uygulamsına bağlı olarak miR1169-3 B-U 

kütüphanesinde aĢırı ifade olmuĢtur. 
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ġekil 4. 33. miR1169-3p ve tar1169-3p‟ın miktar analizi 

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

Mızrak uygulama) 

 

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

miR319a-3p.2-3p biyoenformatik olarak kofullar proteini ile sıralama iliĢkili 

protein-29 gibi (vacuolar protein sorting-associated protein 29-like) (DR737260) geni 

hedeflemektedir (EK.2.). Buğdayda korunmuĢ (conserved) miRNA‟lardan olan 

miR319a-3p.2-3p qRT-PCR ekspresyonda hedef gen ile uyum göstermektediri (ġekil 

4. 34). R ve S genotiplerinde ifade olunan miR319a-3p.2-3p hedef geni R genotipinde 

aĢırı ifade olunmuĢtur. 

 
ġekil 4. 34. miR319a-3p.2-3p ve tar319a-3p.2-3p‟ın miktar analizi 

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

Mızrak uygulama) 
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  miR398 ve tar398 4.11.3.

ssl-miR398 biyoenformatik olarak superokide dismutaz 2 (CA650645) genini 

hedeflemektedir (EK.2.). ssl-miR398 uygulamaya bağlı olarak B-U, B-K ve M-U, M-

K kütüphansinde ifade olup qRT-PCR ekspresyonda hedef gen ile uyumlu olduğu 

görülmektedir (ġekil 4. 35). miR398, homeostasi ve oksidatif stresin önemli bir 

düzenleyicisidir (Yamasaki ve ark., 2000; Lu ve ark., 2008). Ayrıca tuzla ilgili olarak 

Cu/Zn süperoksit dismutaz (CSD1 ve CSD2) genlerini miR398 hedeflediği tesbit 

edilmiĢtir (Eldem ve ark., 2013). miR398, biyotik ve abiyotik streste görev üstlenen 

korunmuĢ miRNA olduğu öngörülmüĢtür. 

 

ġekil 4. 35.  miR398 ve tar398‟ın miktar analizi 
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. M-K; Mızrak kontrol. M-U; 

Mızrak uygulama) 

 

  miR164g-3p ve tar164g-3p 4.11.4.

 

miR164g-3p, T. aestivum’da transkripsiyon faktörü PCF8-gibi (transcription 

factor PCF8-like) (AT1G03360) geni biyoenformatik olarak hedeflediği tesbit 

edilmiĢtir (EK.2.). Uygulamaya bağlı olarak qRT-PCR ekspresyonu ve hedef gen 

arasında uyum görülmektedir (ġekil 4. 36). M-U kütüphansinde miR164g-3p aĢırı 

ifade olunca hedef gen aynı oranda baskılanmıĢtır. 
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ġekil 4. 36. miR164g-3p ve tar164g-3p‟nın miktar analizi 

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

Mızrak uygulama) 

 

 Tuz Uygulaması Hedef Gen Analizleri 4.12.

 

Buğdayda R ve S genotipinin kök bölgesine tuz uygulaması sonucu miRNA-

Mikroarrayinde 44 miRNA tesbit edilmiĢtir. Bu tesbit edilen miRNA‟lardan onemli 

derecede ifade edilen miR5655, miR6108, miR156a,miR159c, miR172b, miR164, 

miR482-5p korunmuĢ miRNA‟larına özgün ileri (F)-RT ve bu miRNA‟ların hedef 

genlerine özgün ileri (F)- geri (R) primerleri tasarlanarak qRT-PCR ile ifade duzeyleri 

ölçülmüĢtür. miRNA ve hedef gen arasındaki orantı deneysel olarak gösterilmiĢtir. 

miRNA ve hedef gen arsındaki iliĢkiyi doğrulamak için bazı miRNA‟larda iki ayrı 

primer tasarlanarak hedef gen doğrulaması yapılmıĢtır. Hedef genlerin qRT-PCR 

analizlerinde, 18S rRNA (AF147501) geni referans alınarak buğday cDNA‟ları esit 

yoğunlukta reaksiyona baĢlatılmıĢtır. 

 miR5655 ve tar5655 4.12.1.

miR5655 biyoenformatik olarak bhlh135-gibi transkripsiyon faktörü (transcription 

factor bhlh135-like) (TC392664) geninin hedeflediği tesbit edilmiĢtir (EK 3). qRT-

PCR analizinde miR5655 ile hedef gen (target) uyumluluk göstermektedir (ġekil 

4.37). Tuz uygulamasına bağlı miR5655 B-U ve S-U kütüphanelerinde ifade artıĢı 

olurken aynı oranda hedef gen B-U ve S-U kütüphanelerinde ifade azalıĢı olmuĢtur.  
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ġekil 4.37. miR5655 ve tar5655‟nın miktar analizi 

(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-

82 uygulama) 

 

 

 mdm-miR159c ve tar159c 4.12.2.

mdm-miR159c biyoenformatik olarak T. aestivum 70 kDa ısı Ģok proten (70 

kDa heat shock protein) (TaHSP70d) (TC397964) genini hedeflediği tesbit edilmiĢtir 

(EK 3). Ġki primer tasarlanarak hedef genine ulaĢılmak istenmiĢ buna raman tasarlanan 

primerlerle miR159c‟nın hedef geni ile uyuĢmazlık göstermektedir (ġekil 4. 38). Fakat 

mdm-miR159c qRT-PCR ekspresyonu arasında uygun bir korelasyon görülmektedir.  

 
 

ġekil 4. 38. mdm-miR159c ve tar159c‟nın miktar analizi 
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-

82 uygulama) 
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 Osa-miR172b ve tar172b 4.12.3.

Osa-miR172b biyoenformatik olarak ap2 erebp süperaile proteinin 

transkripsiyon faktör (ap2 erebp transcription factor superfamily protein) (CA486144 ) 

genini hedeflemektedir (EK3). Çiçek organları ve çiçeklenme zamanının 

belirlenmesinde görevli AP2 (Apetala 2), genlerinin baskılanmasında miR172 kritik 

bir role sahiptir. Ayrıca kuraklık ve tuzluluk stresine maruz bırakılan tütün bitkisinde 

de miR172‟nin ifadesinin arttığı tesbit edilmiĢtir (Xin ve ark., 2010) Ġki primer 

tasarlanarak target‟ı hedeflenen Osa-miR172b‟nın hedef gen ile uyuĢmadığı 

görülmektedir (ġekil4.39). Bu hedef genler baĢka miRNA‟ları tarafından hedeflendiği 

tahmin edilmektedir. Fakat osa-miR172b qRT-PCR ekspresyonu arasında uygun bir 

korelasyon görülmektedir. 

 
ġekil 4. 39. Osa-miR172b ve tar172b‟nin miktar analizi 

(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-

82 uygulama) 

 

 rgl-miR164 ve tar164 4.12.4.

rgl-miR164 biyoenformatik olarak thiol proteaz (thiol protease) (CK154749) 

genini hedeflemektedir (EK 3). rgl-miR164 ile hedef gen uyum için iki farklı primer 

tasarlanmıĢ fakat bu hedef genin (target) baĢak miRNA‟ları hedeflediği tahmin 

edilmektedir. Çünkü hedef gen ile rgl-miR164 arasında uyum görülmemektedir (ġekil 

4. 40). 
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ġekil 4. 40. rgl-miR164 ve tar164‟un miktar analizi 

(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-

82 uygulama) 

 

  cca-miR6108f ve tar6108f  4.12.5.

cca-miR6108f biyoenformatik olarak halka, çinko parmak süperaile isoform 1 

(ring fyve phd zinc finger superfamily isoform 1) (TC387448) genini hedeflemektedir 

(EK 3). qRT-PCR analizinde miR6108f ile hedef gen arasında uyum görülmemiĢtir 

(ġekil 4. 41). Bu hedef genlerin baĢka bir miRNA‟lar tarafından hedeflendiği tahmin 

edilmektedir. miR6108f ile qRT-PCR analizinde ifade uygunlugu gözlemlenmiĢtir 

(ġekil4.28). 

 

ġekil 4. 41. cca-miR6108f ve tar6108f‟in miktar analizi 
(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-

82 uygulama) 
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  hci-miR156a ve tar156a 4.12.6.

hci-miR156a biyoenformatik olarak T. aestivum beta-karoten hidroksilaz enzim 

(bohase gene) (TC383766) genini hedeflediği tesbit edilmiĢtir (EK 3). Yaprak ve 

sürgün geĢiminde etkili olan (Khraiwesh ve ark., 2012) hci-miR156a ile hedef geni 

dorulamak için üç farklı primer tasarlanmıĢtır (Çizelge 3. 8). Ne B-U ve B-K ile nede 

S-U ve S-K kütüphanesindeki hci-miR156a ile tesbit edilen hedef genlerin (target) hiç 

biri ile uyum göstermemiĢtir. Ama hem array hemde qRT-PCR ekspresyonları hci-

miR156a arasınada uygun korelasyon görülmektedir (ġekil 4. 42). miR156‟nın 

endojen seviyesi zamanla düzenlenir, erken dönemde vejetatif aĢamada çok yüksek, 

ama yetiĢkin faz (Wu ve Poethig 2006) baĢlangıcından önce hızla azaldığı rapor 

edilmiĢtir (Eldem ve ark., 2013). 

 

 
ġekil 4. 42. hci-miR156a ve tar156a‟nın miktar analizi 

(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-

82 uygulama) 

 

 

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

Zma-miR482-5p biyoenformatik olarak f-box, lrr-tekrar 3-benzeri protein (f-

box lrr-repeat protein 3-like) (TC446646) genini hedeflediği tesbit edilmiĢtir (EK 3). 

Tasarlanan primer ile Zma-miR482-5p ile hedef gen arasındaki uyum ġekil 4.27‟de 
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gösterilmiĢtir. B-U, B-K, M-U ve M-K kütüphanelerinde görülen Zma-miR482-5p 

uygulamaya bağlı olarak R genotipte ifade artıĢı olurken hedef gen ifadesi azalmıĢ, S 

genotipte ise uygulamaya bağlı olarak Zma-miR482-5p ifade azalıĢı (down regüle) 

olurken hedef gen ifadesi artmıĢtır (ġekil 4.43). Önceki çalıĢmalarda Bradyrhizobium 

japonicum ile enfekteli soya fasulyesin‟de (Glyine max) miR482 ifade artıĢının olduğu 

bulunmuĢtur (Li ve ark., 2010). R genotip ifadesinin artmsı dayanıklık yolunda önemli 

görev üstlenebilir. 

 
ġekil 4. 43. zma-miR482-5p ve tar482-5p‟nin miktar analiz 

(B-K; Bezotaja-I kontrol. B-U; Bezostaja-I uygulama. S-K; Seri-82 kontrol. S-U; Seri-

82 uygulama) 
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

Buğdayda geçmiĢten günümüze kadar klasik ıslah yöntemleri ve 

seleksiyonlarla daynıklılık sağlanırken üretiminde de kayda değer artıĢ 

oluĢturulmuĢtur. Fakat biyotik ve abiyotik stres faktörlerinin çeĢitliliği ve gen 

havuzundaki daralmalardan dolayı verim artıĢını sağlamak zorlaĢmakta ve strese 

toleransta farklı mekanizmaların geliĢtirilmesi gerekmektedir. 

Strese yanıt sırasında gen ekspresyonun regülasyonu, transkripsiyon ve 

transkripsiyon sonrası mekanizmalar, bitkiler için sürekli değiĢen çevreye uyum 

sağlamasını anlamamızda önemlidir (Bertolini ve ark., 2013). Bilindiği üzere 

miRNA‟lar bitkilerde büyüme, geliĢme, biyotik ve abiyotik strese karĢı savunma 

cevabı olamak üzere bir dizi biyolojik mekanizmadır (Ünver ve ark., 2009). Son 

yıllarda, çeĢitli stres faktörleri altında genomik çalıĢmalar giderek artmıĢ özelikle 

yüksek dizileme teknolojisinin kullanılması ile miRNA‟ların biogenezi ve iĢlevlerinin 

ortaya çıkarılması hız kazanmıĢtır (Li ve ark., 2011). 

miRNA'lar bitkilerde esas Arabidopsis'te tesbit edilmiĢtir. Çeltik (Oryza 

sativa), Mısır (Zea mays), Kavak (Populus trichocarpa), Saccharum officinarum, 

Sorgum bicolor, Yonca (Medicago truncatula) ve Soya fasülyesi (Glycine max) gibi 

önemli bitkilerde küçük RNA'ların rolleri ilk büyüme ve geliĢme (Mallory ve 

Vaucheret, 2006) ile ilgili olarak önerilmiĢtir (Kang ve ark., 2012). Fakat sonraki 

çalımalarda miRNA‟ların strese yanıtta ifade artıĢı veya ifade azalıĢı göstererek bu 

sayede strese toleransta önemli rol oynadığı gözlemlenmiĢtir (Xin ve ark., 2010). 

miRNA‟lar hedeflediği genin ifade düzeyini regüle edebilmesi kendi 

ekspresyon seviyesindeki farklılıkla ortaya çıkabilir (Eldem ve ark., 2013). Bu amaçla 

bu çalıĢmada miRNA‟ların farklı doku ve farklı stres Ģartlarında ifade düzeyinin 

belirlenmesi amacıyla mikroarray analizlerine baĢvurulmuĢtur. Bu nedenle patojen-

bitki etkileĢimleri incelenmiĢ ve iki farklı fungus aĢılaması sonucu biyotik streste gen 

ifadesini düzenleyen miRNA‟lar tesbit edilmiĢtir. 
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Bu tez çalıĢmasında ilk etapta buğdayda F. culmorum ve B. sorokiniana 

patojenlerine duyarlı (R ve S) genotipler kullanılarak miRNA'ları tesbit etmek için 

geniĢ çaplı tarama ile oluĢturulan miRNA-mikroarray çipi kullanılmıĢtır. Buğdayda iki 

farklı patojen karĢılaĢtırıldığında farklı veya aynı ifade düzeyine sahip miRNA 

profilleri tesbit edilmiĢtir. 

F.culmorum ve B.sorokiniana stresi altında yapraktaki gen ifadesini tesbit 

etmek için buğdayın R ve S genotiplerinden dörter kütüphane oluĢturulmuĢtur. 

Kütüphanelerde R ve S genotipleri için bir patojen aĢılamsı yapılırken birde kontrol 

grubu alınmıĢtır. 

Ġlk etapta F. culmorum uygulamasına bağlı olarak R ve S genotiplerinde 

toplamda 66 miRNA tesbit edilmiĢtir. Tesbit edilen bu miRNA‟lardan miR156, 

miR159, miR164, miR169, miR171, miR319, miR390, miR396, miR408 ve miR535 

korunmuĢ miRNA ailesindendir. Jones-Rhoades ve ark. (2006) bu korunmuĢ dört 

miRNA‟yı (miR156, miR159 miR319, miR396) fungal streste tesbit etmiĢlerdir. 

Biyotik (C. quercuum f. sp) strese maruz kalmıĢ populus‟un kök kısmında miR156, 

miR159, miR319 tesbit edilmiĢtir. Yine buğdaya fungus (E. graminis f. sp. tritici) 

patojeni enfekte edilmiĢ ve yaprakta miR156, miR159, miR396 ifade olduğu 

görülmüĢtür (Zhao ve ark., 2012). Yapılan çalıĢmalarda 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 geliĢimi ile 

olduğu tesbit edimiĢtir. Bu bulgular miRNA‟ların yaprak morfolojisi ve geliĢimini 

düzenlenmesinde rol oynadığını göstermektedir (Eldem ve ark., 2013). 

Fusarium uygulamamıza bağlı olarak yaprakta kat değiĢimi (fold change) R 

genotipli B-U ve B-K kütüphanesinde S genotipli M-U ve M-K kütüphanesinde 

değiĢim gösterirken F. culmorum uygulamasına bağlı olarak tesbit edile 66 

miRNA‟dan (Çizelge 4. 5) bazılarının (20 tanesi) GO analizi ile hedefledikleri genlere 

gidilmiĢtir. Bu genlerin savunma yanıtları, protein metabolizması, yağ asidi sentezi, 

oksidasyon ve redüksiyon tepkisi, uyaranlara yanıtta karbonhidrat metabolizmasında 

iĢlev yaptıkları tesbit edilmiĢtir. 
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Tesbit edilen 66 miRNA‟dan B-U kütüphanesinde kat değiĢim (fold change) 

aralığı 251 iken M-U kütüphanesinde bu değiĢim -225 olarak görülmüĢtür (Çizelge 

4.5). M-U kütüphanesinde kat değiĢimi en fazla olan mtr-miR2592s hedef gen olarak 

beta-glukosidaz 6‟yı (glucosidase) (TC373133) hedeflemektedir (EK1). 

Bezostaja-I kontrolünü bezostaja-I uygulama ile karĢılaĢtırılmasında 216,3 kat 

değiĢim ifadesine sahip olan ath-miR869.1‟in hedef geni olan glukunosil transferaz 

(GT, TC457607) bitki fungus etkileĢiminde önemli bir role sahiptir. Aynı zamanda GT 

geni, Fusarium cinsleri tarafından üretilen bir mikotoksin olan deoksinivalenole 

(DON) karĢı dayanıklılıkta görevi bulunmaktadır (Bowles, 2005). 

 

F.culmorum patojenine dirençli R genotipindeki B-T ve B-C kütüphanesinde 

ve patojene hassas S genotipindeki M-U ve M-K kütüphanesinde ath-miR159b, ppt-

miR901, osa-miR159 ve osa-miR1869 qRT-PCR analizlerinde ifade azlıĢı olduğu 

görülmüĢtür. Fakat ptc-miR482c-5p qRT-PCR analizinde R genotipinde ifade artıĢı 

olurken S genotipinde ise ifade azalıĢı olmuĢtur. 

Biyoenformatik olarak copine family isoform 1 (CK162380) genini hedefleyen 

osa-miR1869 uygulamaya bağlı olarak R genotipinde qRT-PCR ekpresyonu ifade 

azalıĢı olurken S genotipinde ekspresyonu ifade artıĢı olmaktadır. Diğer bir deyiĢle 

osa-miR1869 ifadesindeki artıĢın hassaslığı (S) artırdığı düĢünülmektedir. 

Muhtemelen bu gen dayanıklılık mekanizmasındaki bir geni hedeflemiĢ olabilir. 

Patojen enfeksiyonunda savunma proteinleri görev alır. R genotipinde savunma 

proteini S genotipine göre daha fazladır. Çünkü array ve qRT-PCR analizi sonucu R 

genotipinde yüksek ekspresyon seviyesi ile hedef gen oldukça uyumlu olduğu 

görülmüĢtür. 

ÇalıĢmada B-U ve B-K kütüphanesinde gma-miR171k-5p, gma-miR5783, ath-

miR2933 miRNA'ları ifade azalıĢı olmuĢtur fakat bu miRNA‟lar S genotipi olan M-U 

ve M-K kütüphanesinde ifade artıĢı olmuĢtur (Çizelge 4. 5). Bu miRNA‟ların hedef 

genleri biyoenformatik olarak tesbit edilmiĢtir. gma-miR171k-5p, dihydrolipoyllysine-

residue acetyltransferase component 1 ( TC377941) genini hedeflerken, ath-miR2933 

pleiotropic ilaça direnç proteini 2 (pleiotropic drug resistance protein 2) (TC421208) 
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genini hedefler ve gma-miR5783 ise pyruvate dehydrogenase mitochondrial-like 

(BE418197) genini hedeflemiĢtir (EK 1). 

miR169 aile üyeleri biyotik ve abiyotik streste ifade olmaktadır (Eldem ve ark., 

2013). F. culmorum uygulamasında ptc-miR169b-3p qRT-PCR analizinde ifade azalıĢı 

olmuĢtur (ġekil 4.16). B. sorokiniana uygulamasına bağlı olarak ptc-miR169b-3p ifade 

olduğu gözlemlenmiĢtir (Çizelge 4. 6). 

miRNA159 ve miR319 ailesine ait üyeler F. culmorum stresinde ifade (regüle) 

olduğu rapor edilmiĢtir (Çizelge 4. 5). Bitkilerde tohum boyutu ve tohum geliĢtirme 

miRNA159/miR319 ailesi tarafından düzenlenir. Tohum çimlenmesi düzenleyen 

myb33 ve myb101 mRNA'ları miR159 aktivitesi tarafından bastırılır (Khraiwesh ve 

ark., 2012).  

Ġkinci etapta B. sorakinana uygulamasında bağlı olarak R ve S genotiplerinde 

toplamda 21 miRNA tesbit edilmiĢtir (Çizelge 4. 6). Bu miRNA‟larda beĢ tanesi ptc-

miR169b-3p, sbi-miR169r-5p, ssl-miR398, zma-miR164g-3p, osa-miR319a-3p.2-3p 

korunmuĢ miRNA ailesinden olduğu görülmüĢtür (http ://pmted. agrinome. Org/ 

advance_search. jsp). 

Bu çalıĢmanın sonucunda enfeksiyonlu hassas (S) genotipte her hangi bir 

ifadesi azalan miRNA‟ya rastlanmamıĢtır (Çizelge 4. 6). Buna karĢılık, gma-miR482e 

uygulamalı hassas genotipte tek ifadesi artan miRNA iken, uygulamalı dayanıklı 

genotipte ise ifadesi azalan olarak bulunmuĢtur. Aynı zamanda miR482 her iki 

miRNA array denemelerinde enfekteli hassas genotipte ifadesin artığı tesbit edilmiĢtir. 

Bu durumda miR482 hem F. culmorum hem de B. sorokiniana için uygulamalı S 

genotipinde yanıt miRNA‟sıdır. miRNA hedeflerinin biyolojik fonksiyon ve 

moleküler iĢlevlerine dayanarak miR482‟nin hedefi F-Box, Lrr-tekrar 3-benzeri 

protein (Lrr-repeat protein 3-like) (TC446646) (EK.2.), (GO:0006511) ubiquitin-

katabolik iĢeme bağlı protein (dependent protein catabolic process) (EK 4). Gupta ve 

ark. (2010) yaptıkları derlemelerinde miR482 hedefi NBS-LRR protein Pseudomonas 

syringe (DC3000)‟le enfekte edilen domateste baskılandığını belirtmiĢlerdir. Bu 

çalıĢmada sadece grm-miR482e R genotipinde ifade artıĢı olurken S genotipinde ise 

http://pmted.agrinome.org/advance_search.jsp
http://pmted.agrinome.org/advance_search.jsp
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ifade azalıĢı olmuĢ, yine sadece osa-miR5800 B-U ve B-K kütüphanesinde ifade 

azalıĢı olurken M-U ve M-K kütüphanesinde ifade artıĢı olmuĢtur (Çizelge 4. 6). 

B. sorokiniana uygulamsında tesbit edilen miRNA‟lar Çizelge 4. 6 da 

verilmiĢtir. Bu miRNA‟ların fonksiyonları ve hedef genleri biyoenformatik olarak 

tesbit edilmiĢtir. R genotipine duyarlı olduğu gözlene miR4398 alanin aminotrasferaz 

2(TC453365) genini hedeflediği gözlemlenmiĢtir (EK.2.) 

 Bipolaris uygulamasına bağlı olarak yapraklardan alınan örneklerin qRT-PCR 

analizinde miR319a-3p.2-3p, miR398 ve miR164g-3p ifadesi artıĢ gösterirken 

miR1169-3p ifadesi azalıĢ göstermektedir. miR319a-3p.2-3p biyoenformatik olarak T. 

aestivum’da vacuolar protein sorting-associated protein 29-like (DR737260) genini 

hedeflediği görülürken (EK.2.) ssl-miR398 biyoenformatik olarak T.aestivum 

süperokside dismutaz (superoxide dismutase) 2 (CA650645) genini hedeflemektedir 

(EK.2.). miR398 oksidatif streste ifade olduğu görülmektedir (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 hedeflediği 

görülmektedir (EK.2.)  

 Tesbit edilen miRNA‟ların 8 tanesi hem F. culmorum ve hem de B. 

sorokiniana patojen uygulamasında ortak olarak ifade olmuĢtur (ġekil 4. 7). (cre-

miR1169-3p, mtr-miR2592s-3p, osa-miR1427, osa-miR319a-3p.2-3p, ath-miR869.1, 

ptc-miR169b-3p, vvı-miR3624-5p, miR482e) cre-miR1169-3p, miR482e ve osa-

miR1427 hariç diğer miRNA‟lar arrayde çalıĢmasında aynı profilleri göstermiĢlerdir. 

Yaptığımız bu çalıĢmanın üçünçü etabında tuz uygulamasına bağlı olarak R ve 

S genotiplerinde kök bölgesinden alınan örneklerden 44 miRNA tesbit edilmiĢtir 

(Çizelge 4. 7). Bu miRNA‟dan olarak 24 tanesi R ve S genotiplerde (bdi-miR319b, 

cca-miR396c, hci-miR156a, mdm-miR159c, mtr-miR395h, nta-miR156f, osa-

miR160f-3p, osa-miR164d, osa-miR169a, osa-miR172b, osa-miR396a-3p, ptc-

miR156l, ptc-miR164f, rgl-miR164, smo-miR156d, tae-miR395b, vvi-miR156e, vvi-

miR167c, vvi-miR172a, zma-miR156k-5p, zma-miR164b-3p, zma-miR164c-3p, zma-

miR169d, vvi-miR535a) korunmuĢ miRNA ailesinden olduğu (Koptekin ve AktaĢ, 
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2013) gözlemlenmiĢtir (http://pmted. agrinome. org/ advance search. jsp). R 

genotipindeki S-U ve S-K kütüphanesinde 21 miRNA ile S genotipindeki B-U ve B-K 

kütüphanesinde 20 miRNA ifade artıĢı olmuĢtur (Çizelge 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 kütüphanesinde ifade azalıĢı olurken, dayanıklı 

(R) S-U ve S-K kütüphanesinde ifade artıĢı olmuĢtur. miR482-5p ise hem R 

genotipinde hem S genotipindeki kütüphanelerde ifadesi azalmıĢtır (ġekil 4. 43). 

S genotipindeki B-K ve B-U kütüphanesinde cre-miR1168.2, osa-miR396a-3p, 

peu-miR2916 ve vvi-miR535a ifade artııĢı olurken R genotipndeki S-K ve S-U 

kütüphanelerinde ifadesi azalmıĢtır. 

Osa-miR160f-3p S genotipinde kat değiĢimi (fold change) -1.0019 iken R 

genotipinde ise 67.0572 olarak tesbit edildi bu en büyük değiĢim aralığı olarak 

görülmüĢtür (Çizelge 4.7). osa-miR160f-3p biyoenformatik olarak metal taĢınması 

nramp2-benzer (CA660220) genini heflediği görülmüĢtür (EK 3). osa-miR5800 hem 

tuz uygulamasında hem B. sorokiniana uygulamasında ifade olunduğu tesbit 

edilmiĢtir. Fakat tuz uygulamsındaki R ve S genotiplerinde ifade azalıĢı olurken 

biyotik streste R genotipinde ifade azalıĢı S genotipinde ise ifade artıĢı olmuĢtur. 

miR482-5p ise uygulamaya bağlı olarak S-K ve S-U kütüphanesi ile B-K ve B-

U kütüphanelerinde ifade azalĢı olmuĢtur. F. culmorum uygulamasında miR482c-5p 

ise R genotipte ifade artıĢı olurken S genotinde ifade azalıĢı olmaktadır. miR482 ailesi 

biyotik ve abiyotik streste yanıt miRNA‟sı olduğu gözlemlenmektedir. Yapılan daha 

önceki çalıĢmada miR482 ve miR1450 populusta tuz stresinde ifade artıĢının olduğu 

rapor edilmiĢtir (Lu ve ark., 2008). 
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ġekil 5. 1. Tuz stresindeki buğdayın R ve S genotipinde oluĢan bazı miRNA ve 

biyoenformatik olarak tesbit edilen hedef genleri. (  Tuz 

uygulaması sonucu miRNA‟ların ifade seviyesi yükselmiĢ, hedef gen 

ifadesi azalmıĢtır.  Tuz uygulaması sonucu miRNA‟ların 

ifade seviyesinin düĢmüĢ, hedef gen ifadesi ise artmıĢtır.) 

 

Bugüne kadar tuz artırılmasına bağlı ifade tabanlı çalıĢmalarda miR396, 

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

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

Tuz artıĢına bağlı olarak Arabidopsis'te MiR398 birikimi azalırken miR156, 

miR158, miR159, miR165, miR167, miR168, miR169, miR171, miR319, miR393, 

miR394, miR396 ve miR397, tuz stresine yanıt olarak ifadelerinin artıĢı (up regüle) 

olmuĢtur (Khraiwesh ve ark., 2012). Buğdayın S genotipinde nta-miR156f, nta-

miR156a up regule olurken ptc-miR156l, smo-miR156d ve vvi-miR156e ifadesi 

azalmıĢtır. miR156 yapılan önceki çalıĢmalarda hem Arabidopsis thaliana’da hem de 

diğer bazı bitkilerde genç fazdan olgun faza geçisin zamanlamasını sağlayan 

Squamosa promotor bağlayıcı protein-benzeri (SPL)‟yi düzenlediği belirlenmiĢtir 

(Yanik ve ark., 2013).  hci-miR156a biyoenformatik olarak beta-karoten hidroksilaz 

Tuz 
stresi 

halka, çinko parmak 
süperaile isoform 1 

(TC387448) T. aestivum rab15B 
mRNA 

Thiol proteaz 

(CK154749) 

miR164g-5p 

Beta-karoten 
hidroksilaz 

(TC383766) 

Ap2 erebp 
transkripsiyon 

faktörü speraile 
proteini 

(CA486144) 

miR159c 

Isı Ģok  

protein 70 

(TC397964) 

bhlh135-gibi 
transkripsiyon faktörü  

(TC392664) 
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(TC383766) genini hedeflemektedir (EK 3). miR156a geninin aĢırı ekspresyonu 

Arabidopsis‟de geç çiçeklenme ve vejetatif faz değiĢiminde gecikmelere neden 

olurken miR156 sürgün olgunlaĢma (Kantar ve ark., 2010) için sorumlu spl9 ve spl15 

genlerin de hedeflemektedir. 

Lu ve ark. (2014) yaptığı çalıĢmada miR5655 transgenik bitkilerdeki fosfat 

açığına bağlı savunma cevaplarında ifade artıĢı olduğu rapor edilmiĢtir. Buğdayın R ve 

S genotipinde ifade azalıĢı olan miR5655 biyoenformatik olarak transcription factor 

bhlh135-like (TC392664) genini hedeflemektedir (EK 3). ĠĢlev olarak anatomik yapı 

morfogenezinden (EK 4) sorumlu olduğu tesbit edilmiĢtir (GO: 0009653). 

osa-miR172b, hem B-U ve B-K ile hemde S-U ve S-K kütüphanesinde ifadesi 

artmıĢtır (up regüle) (Çizelge 4. 7). Biyoenformatik olarak ap2 erebp transcription 

factor superfamily protein (CA486144) genini hedeflemektedir (EK 3). Bitkilerin 

erken çiçeklenme ve çiçek organı kimlik fenotipleri miR172‟nin aĢırı ifadesi ile 

oluĢurken bitkilerin üreme aĢamaları için, geçiĢ düzenlediği gösterilmiĢtir (Lu ve ark., 

2014). miR172 tarafından fonksiyonu belirtilen bu iki ap2- like hedef genleri ile bu 

eat1 bölgesinin hedefleri (toe1), toe2 ve Arabidopsis'te toe3 genleri ile Mısır (Zea 

may)‟da gloy15 gibi çeĢitli ap2-benzeri genler miR172 düzenlenir. Ap2 geni 

mutantlarında aynı morfolojide ve uygunsuz çiçeklenme zamanı ile sonuçlanır (Eldem 

ve ark., 2013).  

Arabidopsis‟de tuz stresine karĢılık olarak miR169 ifade artıĢı (Vazquez ve 

ark., 2008) olurken çalıĢmamızda buğdayın R ve S genotiplerinde osa-miR169a ve 

zma-miR169d tesbit edilmiĢtir. osa-miR169a S ve R genotipinde ifade artıĢı olurken 

zma-miR169d S genotipinde ifade azalıĢı, R genotipinde ise ifade artıĢı olmuĢtur 

(Çizelge 4. 7). Bu miRNA‟ların hedef genleri tesbit edilmiĢ ve sıra ile verilmiĢtir. osa-

miR169a subtilisin-benzeri proteaz (BJ268074 ) genini ve zma-miR169d polyol 

transporter 5-like (TC411029) genini hedeflemektedir (EK 3).  

Buğdayın S-U ve S-K ile B-U ve B-K kütüphanelerinde rgl-miR164 ifadesinde 

azalma (down regüle) olmuĢtur (Çizelge 4. 7). Biyoenformatik olarak thiol proteaz 

(CK154749) genini hedeflemektedir (EK 3). Önceki çalıĢmalarda Mısır‟da tuz stresine 

bağlı mikroarray ekspresyonunda miR164 aileleri ifade azalıĢı (Khraiwesh ve ark., 
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2012) gösterirken buğdayda tuz artıĢına bağlı olarak kök bölgesinden alınan örneklerin 

mikroarray ekspresyonunda yine aynı Ģekilde miR164 ifade azalıĢı olmuĢtur.  

Tuz uygulamasına bağlı tesbit edilen bazı miRNA‟ların (miR5655, miR6108f, 

miR159c, miR164g-5p, miR156a, miR172b ve miR482) qRT-PCR analizi yapıldı 

ekspresyon seviyelerine göre ifade azalıĢı ve ifade artıĢı olanlar tesbit edilerek 

biyoenformetik çalıĢma yapılarak hedef genler belirlenerek ġekil 5. 1‟de verilmiĢtir. 

qRT-PCR analizlerinde miR156a, miR172b ifade azalıĢı (down regüle) olurken 

miR5655 (Lu ve ark., 2014), miR6108f, miR159c (Khraiwesh ve ark., 2012), 

miR164g-5p ve miR482 ifade artıĢı olduğu tesbit edilmiĢtir. 

Yine bu çalıĢmada Monocotil bitkilere özgü olan miR444 (Yoa ve ark., 2007) 

ailesinden osa-miR444b.2 belirli değiĢim aralığında tesbit edilmiĢtir. F-box protein 

at1g78280-benzeri (CJ670763) genini hedefleyen (EK 3) osa-miR444b.2 R ve S 

genotipinde down regüle olmuĢtur (Çizelge 4. 7). 

Bu çalıĢma F. culmorum, B. sorokiniana patojenleri ve tuz stresi açısından 

buğdayda öncü çalıĢma niteliğinde olup diğer bitki türlerinde tesbit edilen 

miRNA‟ların homoloğların buğdayda varlığının ve ifadesinin tesbiti hem ifade 

yönünden çeĢitler arasında varyasyon gösterdiğine dair bilgiler sergilemektedir. 

miRNA‟ların buğdayda geliĢim değil, aynı zamanda çeĢitli fizyolojik süreçte genlerin 

rollerini hedeflediğini öngörebiliriz. Bu nedenle, bu çalıĢmanın sonuçlarının buğdayın 

tuz, Fusarium ve Bipolaris’e toleransta daha fazla fayda sağlaması için çalıĢmayı 

dahada ilerletmek gerekmektedir. Bu etmenlere bağlı ortaya çıkan miRNA‟ların 

sequence veya miRNAya ait dizi varyasyonlarının stres, büyüme, geliĢme ve verim 

dahil diğer agronomik unsurlarla iliĢkilendirmesi mümkündür.
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EKLER 

 

Buğday çeĢitlerine stres uygulamasına bağlı olarak elde edilen miRNA‟ların GO 

gidilerek hedef gen analizleri biyoenformatik olarak yapılmıĢtır. Tesbit edilen bu 

hedef genler F.culmorum uygulaması sonucu tesbit edilenler EK.1.‟de B.sorokiniana 

uygulamasında tesbit edilenler EK.2.‟de ve tuz uygulamasında tesbit edilenler 

EK.3.‟de verilirken GO‟daki metabolik iĢlevler ise EK.4.‟de verilmiĢtir 

EK.1. F.culmorum miRNA‟ları, hedef gen ID ve hedef gen adı 

miRNA Hedef gen ID 

 

Hedef gen adı 

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 spo11-2-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 

 TC417455 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 l19-1-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 2c 

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 a1 

 BE412157 protein arabıdıllo 1 

 TC404585 pseudouridylate synthase transporter 

 TC417542 pseudouridylate synthase transporter 

osa-miR2928 TC446622 probable cellulose synthase a catalytic subunit 5 

 BE412157 protein arabıdıllo 1 

 BE412388 protein arabıdıllo 1 

 TC400538 avr9 elicitor response protein 

 TC417542 pseudouridylate synthase transporter 

gma-miR4411 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform a1 

gma-miR4412 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform a1 

gma-miR4413 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform a1 

gma-miR4418 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform a1 

gma-miR4424 CA602590 o-acetylserine lyase (oas-tl) isoform a1 

gma-miR5674a TC399588 serine threonine protein kinase 

 TC428758 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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 TC461316 chaperone protein chloroplastic-like 

hbr-miR6172 CA498724 alanine aminotransferase 

hvu-miR6180 CJ585879 calcium-dependent protein kinase 

 CA618751 atp sulfurylase 

 CJ585879 calcium-dependent protein kinase 

 TC393999 ankyrin repeat-containing protein at3g12360-like 

mdm-miR169e BE515656 transcription elongation regulator 

 BJ317107 respiratory burst oxidase homolog protein b-like 

 CA622058 protein kinase 

 CJ774802 pto kinase interactor 1 

 DR733839 pto kinase interactor 1 

 TC427326 pto kinase interactor 1 

 BJ317107 respiratory burst oxidase homolog protein b-like 

mdm-miR319c CK216093 ubiquitin-conjugating enzyme e2 36 

 CA617854 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase fab1c-like 

 TC408661 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase fab1c-like 

mdm-miR3627a CA618136 pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha-like 

 CA622222 pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha-like 

mtr-miR2592s-3p TC373133 beta-glucosidase 6 

 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-miR2679a TC368548 sucrose-phosphate synthase 

 CV767044 60s ribosomal protein l6 

mtr-miR5208a TC421268 beta-cyanoalanine synthase 

 TC386518 vacuolar-processing enzyme 

 TC391995 vacuolar-processing enzyme-like 

 TC417644 vacuolar processing enzyme 1 

osa-miR1427 CV775813 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 

 TC408247 translation factor guf1 mitochondrial-like 

osa-miR1439 TC370181 calmodulin 

 TC379298 geranylgeranyl diphosphate chloroplastic-like 

 TC369361 calmodulin 

osa-miR159f TC442914 cytochrome p450 71c2 

osa-miR164e CA642340 nac domain-containing protein 21 22 

 TC371535 nac domain-containing protein 21 22 

 TC370694 mitogen-activated protein kinase 4 

 TC371551 mitogen-activated protein kinase 4 

 TC398164 mitogen-activated protein kinase 4 

osa-miR1869 CK162380 copine family isoform 1 

osa-miR1877 TC452174 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

 TC408224 trimethylguanosine synthase 

osa-miR2093-5p TC438706 tpa: lstk-1-like -related protein kinase family protein 
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osa-miR2867-3p CD454144 disease resistance protein rga3-like 

osa-miR2918 CK201915 nadh dehydrogenase 

osa-miR2928 TC450088 30s ribosomal protein s17 

osa-miR2929 TC450088 30s ribosomal protein s17 

osa-miR2930 TC461535 30s ribosomal protein s17 

osa-miR2931 TC461535 30s ribosomal protein s17 

 CA633311 root peroxidase 

 CA682798 root peroxidase 

osa-miR2928 TC402694 peroxidase 15-like 

osa-miR2928 CK201915 nadh dehydrogenase 

 TC407802 hypothetical protein F775_06788 

 TC420067 hypothetical protein F775_06788 

osa-miR2929 TC450088 30s ribosomal protein s17 

osa-miR2930 TC461535 30s ribosomal protein s17 

 CA633311 root peroxidase 

 CA682798 root peroxidase 

 CA695783 root peroxidase 

osa-miR319a-3p.2-
3p 

DR737260 vacuolar protein sorting-associated protein 29-like 

osa-miR390-5p TC378536 probable lrr receptor-like serine threonine-protein kinase at1g63430-like 

 BI750871 cytochrome p450 71a1-like 

osa-miR5338 TC392637 acyl carrier protein mitochondrial-like 

 TC403841 acyl carrier protein 

 TC421122 acyl carrier protein mitochondrial-like 

osa-miR5510 CJ810181 scl1 protein 

 TC390011 ccaat-binding transcription factor family protein 

 BQ483771 acylamino-acid-releasing isoform 1 

osa-miR5819 CA719798 predicted protein 

 CA622479 autophagy-related protein 8c-like 

 CV768717 translocon-associated protein subunit beta-like 

osa-miR5832 TC393887 bel1-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 e2-17 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 pastıccıno1-like 

sbi-miR6228-5p TC375959 ubiquitin-conjugating enzyme e2 10 
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 TC435381 ubiquitin-conjugating enzyme e2 10 

 TC447325 ubiquitin-conjugating enzyme e2 

vvi-miR3624-5p TC373648 histone acetyltransferase gcn5-like 

 TC373648 histone acetyltransferase gcn5-like 

 TC375113 histone acetyltransferase gcn5-like 

 TC409573 disease resistance protein rpp13 

vvi-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 adı 

miRNA adı Hedef gen ID Hedef gen adı 

ath-miR869.1 TC457607 probable glucuronoxylan glucuronosyltransferase f8h-like 

cre-miR1169-3p CJ816283 leucine-rich repeat receptor-like serine threonine-protein kinase bam1-like 

 TC417455 gtp-binding nuclear protein ran-a1 

gma-miR4398 TC439621 ubiquitin conjugating enzyme 2 

gma-miR482e TC446646 f-box lrr-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 adnt1-like 

 TC404543 cationic peroxidase 1-like 

 TC419162 mitochondrial substrate carrier family protein b-like 

 TC452686 mitochondrial substrate carrier family protein b-like 

osa-miR1427 CV775813 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 

 CV775813 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 

 TC408247 translation factor guf1 mitochondrial-like 

osa-miR1881 TC382217 cap-binding protein 

 TC394027 eukaryotic translation initiation factor 4e type 3 

 TC403176 cap-binding protein 

osa-miR319a-3p.2-3p DR737260 vacuolar protein sorting-associated protein 29-like 

osa-miR528-5p CK213042 guanine deaminase 

 TC444511 cytidine deoxycytidylate deaminase family protein 

osa-miR5525 CA486358 carbon catabolite-derepressing protein kinase 

osa-miR5836 CK200358 40s ribosomal protein s3 

 TC402934 protein strubbelıg-receptor famıly 8-like 
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osa-miR6253 TC453077 sex determination protein tasselseed-2 

ppt-miR894 TC437472 serine threonine-protein phosphatase pp2a-3 catalytic subunit 

ptc-miR169b-3p CJ645529 ribosomal rna large subunit methyltransferase n 

ptc-miR477d-3p CK200081 acyltransferase-like protein 

 CV762945 calcium-transporting atpase plasma membrane-type 

 TC382042 cyclase family protein isoform 1 

 CA618699 60s ribosomal protein l37 

ssl-miR398 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 adı 

miRNA adı Hedef 

gen ID 

Hedef genin(Target) adı 

ath-miR3440b-

3p 

CK159784 bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase 

 CD491139 trafficking protein particle complex subunit 11-like 

ath-miR5021 TC385548 plasma membrane atpase 1-like 

 TC453475 probable glucuronosyltransferase os01g0926700-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-miR396c 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 l36 

 TC419590 60s ribosomal protein l36 

 CA623472 histidine kinase 

 TC385447 retrotransposon unclassified 

miR159c 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 dr1 homolog 

mtrmiR5266 TC451145 protein wax2-like 

 BG908514 glutamate receptor -like 

nta-miR156f BE445081 wrky transcription factor 71 

osamiR160f-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 

osa-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 at1g78280-like 

 TC424265 mads-box transcription factor 27-like 

osa-miR5076 TC427541 wd repeat-containing protein dwa1-like 

 AL815801 gag-pol precursor 

osa-miR529b TC406943 e3 ubiquitin-protein ligase rnf14-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 got1b-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 l19 

vvi-miR156e TC410508 uncharacterized loc101204893 

 TC453315 uncharacterized loc101204893 

vvi-miR167c TC422705 superkiller viralicidic activity 2-like 2-like 

vvi-miR172a TC391656 probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 2-like 

 TC391656 probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 2-like 

zma-miR156k-

5p 

TC398965 l-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase-phosphopantetheinyl transferase-like isoform 

x1 

zma-miR164b-

3p 

CA730805 probable beta-d-xylosidase 7-like 

 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 numarsı ve genel iĢlevleri 

miRNA'lar GO Numarsı General iĢlevleri 

ath-miR869.1 GO:0008152 metabolic process 

cre-miR1169-3p GO:0009069 serine family amino acid metabolic process 

 GO:0006468 protein phosphorylation 

 GO:0007264 small GTPase mediated signal transduction 

 GO:0015031 protein transport 

 GO:0006890 retrograde vesicle-mediated transport, Golgi to ER 

gma-miR4398 GO:0006511 ubiquitin-dependent protein catabolic process 

 GO:0006522 alanine metabolic process 

 GO:0006531 aspartate metabolic process 

 GO:0006833 water transport 

gma-miR482e GO:0009407 toxin catabolic process 

 GO:0006511 ubiquitin-dependent protein catabolic process 
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 GO:0016567 protein ubiquitination 

 GO:0009734 auxin mediated signaling pathway 

 GO:0010025 wax biosynthetic process 

 GO:0055114 oxidation-reduction process 

 GO:0006508 proteolysis 

mtr-miR2592s-3p GO:0006355 regulation of transcription, DNA-dependent 

 GO:0000160 phosphorelay signal transduction system 

 GO:0009793 embryo development ending in seed dormancy 

 GO:0006397 mRNA processing 

 GO:0035556 intracellular signal transduction 

 GO:0045449 regulation of transcription, DNA-dependent 

mtr-miR2634 GO:0006096 glycolysis 

 GO:0006098 pentose-phosphate shunt 

 GO:0055114 oxidation-reduction process 

 GO:0006804 peroxidase reaction 

 GO:0080121 AMP transport 

osa-miR1427 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0050896 response to stimulus 

 GO:0045727 positive regulation of translation 

 GO:0006184 GTP catabolic process 

 GO:0006448 regulation of translational elongation 

osa-miR1881 GO:0006446 regulation of translational initiation 

osa-miR319a-3p.2-3p GO:0061025 membrane fusion 

 GO:0080129 proteasome core complex assembly 

 GO:0009853 photorespiration 

 GO:0008333 endosome to lysosome transport 

 GO:0016192 vesicle-mediated transport 

osa-miR528-5p GO:0006144 purine nucleobase metabolic process 

 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0006206 pyrimidine nucleobase metabolic process 

 GO:0009972 cytidine deamination 

osa-miR5525 GO:0006468 protein phosphorylation 

 GO:0009069 serine family amino acid metabolic process 

osa-miR5836 GO:0042254 ribosome biogenesis 

 GO:0006412 translation 

 GO:0006468 protein phosphorylation 

osa-miR6253 GO:0050794 regulation of cellular process 

 GO:0046394 carboxylic acid biosynthetic process 

 GO:0044238 primary metabolic process 

ppt-miR894 GO:0006470 protein dephosphorylation 

ptc-miR169b-3p GO:0070475 rRNA base methylation 

 GO:0030488 tRNA methylation 

 GO:0055114 oxidation-reduction process 

 GO:0006804 peroxidase reaction 

 GO:0006979 response to oxidative stress 

ptc-miR477d-3p GO:0008152 metabolic process 

 GO:0007338 single fertilization 

 GO:0006412 translation 

ssl-miR398 GO:0055114 oxidation-reduction process 

 GO:0046686 response to cadmium ion 

 GO:0006950 response to stress 

 GO:0006094 gluconeogenesis 

 GO:0006096 glycolysis 

vvi-miR3624-5p GO:0006468 protein phosphorylation 

 GO:0045727 positive regulation of translation 
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 GO:0000085 G2 phase of mitotic cell cycle 

 GO:0009908 flower development 

 GO:0045893 positive regulation of transcription, DNA-dependent 

 GO:0016571 histone methylation 

miRNA'lar GO numarsı General iĢlevler 

ath-miR159b GO:0006334 metabolic process 

ath-miR2933a GO:0009555 developmental process 

 GO:0048657 gene expression 

 GO:0006355 reproductive process 

 GO:0006810 transport 

ath-miR3440b-3p GO:0048868 developmental process 

 GO:0034645 metabolic process 

 GO:0044723 metabolic process 

 GO:0042742 response to stimulus 

 GO:0009737 response to stimulus 

ath-miR395b GO:0005975 carbohydrate metabolism 

 GO:0000045 Cellular process 

 GO:0008272 transport 

 GO:0055085 transport 

ath-miR447c-3p GO:0006094 carbohydrate metabolism 

 GO:0007010 developmental process 

 GO:0000085 metabolic process 

 GO:0001510 RNA metabolic process 

ath-miR869.1 GO:0008152 metabolic process 

bdi-miR159-3p GO:0030154 Cellular process 

 GO:0007155 Cellular process 

cre-miR1168.1 GO:0006821 transport 

cre-miR1169-3p GO:0006355 gene expression 

 GO:0006184 metabolic process 

 GO:0006406 transport 

csi-miR535 GO:0010020 Cellular process 

 GO:0006184 metabolic process 

gma-miR169j-3p GO:0008152 metabolic process 

 GO:0009987 metabolic process 

 GO:0032259 metabolic process 

 GO:0044707 metabolic process 

 GO:0055114 oxidation-reduction process 

 GO:0006626 protein metabolism 

gma-miR171k-5p GO:0006412 metabolic process 

 GO:0006090 metabolic process 

 GO:0009750 response to stimulus 

 GO:0009749 response to stimulus 

 GO:0009744 response to stimulus 

 GO:0010359 transport 

gma-miR2119 GO:0006094 carbohydrate metabolism 

 GO:0006096 carbohydrate metabolism 

 GO:0006098 carbohydrate metabolism 

 GO:0006970 response to stimulus 

 GO:0044699 response to stimulus 

gma-miR390b-5p GO:0006003 carbohydrate metabolism 

 GO:0006000 carbohydrate metabolism 

 GO:0016310 metabolic process 

 GO:0006468 protein metabolism 

 GO:0006470 protein metabolism 

 GO:0043609 regulation of carbon utilization 
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gma-miR4386 GO:0005975 carbohydrate metabolism 

 GO:0006355 gene expression 

gma-miR4402 GO:0042254 Cellular process 

 GO:0006412 metabolic process 

 GO:0016192 transport 

gma-miR4409 GO:0006094 carbohydrate metabolism 

 GO:0006096 carbohydrate metabolism 

 GO:0019288 metabolic process 

osa-miR2928 GO:0030244 metabolic process 

 GO:0006511 protein metabolism 

 GO:0016567 protein metabolism 

 GO:0006810 transport 

gma-miR4411 GO:0007030 Cellular process 

gma-miR4412 GO:0009805 developmental process 

gma-miR4413 GO:0006535 metabolic process 

 GO:0019761 metabolic process 

 GO:0007568 metabolic process 

 GO:0009684 metabolic process 

 GO:0009853 metabolic process 

gma-miR4418 GO:0006972 response to stimulus 

 GO:0046686 response to stimulus 

 GO:0009651 response to stimulus 

 GO:0010043 response to stimulus 

gma-miR4424 GO:0006816 transport 

 GO:0006833 transport 

gma-miR5674a GO:0006468 protein metabolism 

 GO:0009409 response to stimulus 

gma-miR5783 GO:0005975 carbohydrate metabolism 

 GO:0006725 metabolic process 

 GO:0034641 metabolic process 

 GO:0007623 rhythmic process 

 GO:0006364 RNA metabolic process 

gma-miR5784 GO:0007623 rhythmic process 

hbr-miR408a GO:0006355 gene expression 

 GO:0055085 transport 

hbr-miR6170 GO:0000226 Cellular process 

 GO:0000226 Cellular process 

 GO:0048443 developmental process 

 GO:0006508 protein metabolism 

 GO:0048440 reproductive process 

 GO:0010228 reproductive process 

 GO:0080167 response to stimulus 

 GO:0009734 signal transduction 

 GO:0016192 transport 

hbr-miR6172 GO:0046686 response to stimulus 

 GO:0001666 response to stimulus 

hvu-miR6180 GO:0019252 carbohydrate metabolism 

 GO:0000103 metabolic process 

 GO:0006468 protein metabolism 

 GO:0009651 response to stimulus 

mdm-miR169e GO:0009294 metabolic process 

 GO:0055114 metabolic process 

 GO:0009408 oxidation-reduction process 

 GO:0008380 RNA metabolic process 

mdm-miR319c GO:0006301 developmental process 
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 GO:0006511 protein metabolism 

 GO:0010039 response to stimulus 

mdm-miR3627a GO:0006002 carbohydrate metabolism 

 GO:0006096 carbohydrate metabolism 

 GO:0006002 carbohydrate metabolism 

 GO:0009744 response to stimulus 

mtr-miR2592s-3p GO:0005975 carbohydrate metabolism 

 GO:0035556 gene expression 

 GO:0009793 reproductive process 

 GO:0006397 RNA metabolic process 

 GO:0000160 signal transduction 

 GO:0006355 signal transduction 

mtr-miR2679a GO:0005986 carbohydrate metabolism 

 GO:0006412 metabolic process 

mtr-miR5208a GO:0006096 carbohydrate metabolism 

 GO:0006096 carbohydrate metabolism 

 GO:0006535 developmental process 

 GO:0019761 metabolic process 

 GO:0042744 metabolic process 

 GO:0009684 metabolic process 

 GO:0009266 response to stimulus 

 GO:0006833 transport 

  GO:0006003 carbohydrate metabolism 

  GO:0006000 carbohydrate metabolism 

  GO:0016310 metabolic process 

  GO:0045040 protein metabolism 

osa-miR1427 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0006184 metabolic process 

 GO:0045727 metabolic process 

 GO:0006414 metabolic process 

 GO:0050896 response to stimulus 

osa-miR1439 GO:0006084 metabolic process 

 GO:0015995 metabolic process 

 GO:0019344 metabolic process 

 GO:0055114 oxidation-reduction process 

 GO:0009846 reproductive process 

 GO:0019722 signal transduction 

osa-miR159f GO:0055114 oxidation-reduction process 

osa-miR164e GO:0006355 gene expression 

 GO:0007623 gene expression 

 GO:0006468 protein metabolism 

 GO:0051607 response to stimulus 

 GO:0009735 response to stimulus 

osa-miR1869 GO:0009987 metabolic process 

osa-miR1877 GO:0006096 carbohydrate metabolism 

 GO:0048316 developmental process 

 GO:0055114 oxidation-reduction process 

 GO:0042742 response to stimulus 

 GO:0001510 RNA metabolic process 

 GO:0009452 RNA metabolic process 

osa-miR2093-5p GO:0006468 protein metabolism 

osa-miR2867-3p GO:0006952 response to stimulus 

osa-miR2928 GO:0022900 metabolic process 

osa-miR2928 GO:0009853 metabolic process 

osa-miR2928 GO:0009965 metabolic process 
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osa-miR2928 GO:0016117 metabolic process 

osa-miR2931 GO:0006412 metabolic process 

 GO:0055114 oxidation-reduction process 

osa-miR2928 GO:0055114 oxidation-reduction process 

osa-miR2928 GO:0006511 protein metabolism 

 GO:0045040 protein metabolism 

osa-miR2928 GO:0045040 protein metabolism 

osa-miR2929 GO:0009793 reproductive process 

osa-miR2930 GO:0009793 reproductive process 

 GO:0006979 response to stimulus 

osa-miR2928 GO:0006952 response to stimulus 

osa-miR2928 GO:0006972 response to stimulus 

osa-miR2928 GO:0046686 response to stimulus 

osa-miR2928 GO:0051707 response to stimulus 

osa-miR2928 GO:0006979 response to stimulus 

 GO:0009631 response to stress 

 GO:0006833 transport 

osa-miR319a-3p.2-3p GO:0001881 response to stimulus 

osa-miR319a-3p.2-3p GO:0051788 signal transduction 

osa-miR319a-3p.2-3p GO:0008333 transport 

osa-miR319a-3p.2-3p GO:0016192 transport 

osa-miR390-5p GO:0008152 metabolic process 

 GO:0055114 oxidation-reduction process 

 GO:0006468 protein metabolism 

osa-miR5338 GO:0006633 developmental process 

 GO:0042335 metabolic process 

 GO:0000038 metabolic process 

 GO:0006415 metabolic process 

 GO:0006633 metabolic process 

 GO:0009409 response to stimulus 

 GO:0051607 response to stimulus 

osa-miR5510 GO:0006355 gene expression 

 GO:0006351 gene expression 

 GO:0006508 protein metabolism 

osa-miR5819 GO:0000272 carbohydrate metabolism 

 GO:0006914 Cellular process 

 GO:0006355 gene expression 

 GO:0006281 metabolic process 

 GO:0046939 metabolic process 

 GO:0032258 protein metabolism 

osa-miR5832 GO:0006355 gene expression 

 GO:0006468 protein metabolism 

ppt-miR1057 GO:0005975 carbohydrate metabolism 

 GO:0005975 carbohydrate metabolism 

 GO:0042023 metabolic process 

 GO:0043161 protein metabolism 

 GO:0016567 protein metabolism 

 GO:0006468 protein metabolism 

 GO:0010286 response to stimulus 

 GO:0051788 response to stimulus 

ppt-miR901 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0015979 metabolic process 

ptc-miR169b-3p GO:0006096 carbohydrate metabolism 

 GO:0010118 developmental process 

 GO:0009555 metabolic process 
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 GO:0016310 metabolic process 

 GO:0030488 RNA metabolic process 

ptc-miR482c-5p GO:0008283 developmental process 

 GO:0045132 metabolic process 

 GO:0006346 metabolic process 

 GO:0051567 protein metabolism 

 GO:0009560 reproductive process 

 GO:0006396 RNA metabolic process 

sbi-miR5565d GO:0000226 Cellular process 

 GO:0030154 Cellular process 

 GO:0000911 developmental process 

 GO:0030010 developmental process 

 GO:0009735 response to stimulus 

 GO:0010048 response to stimulus 

sbi-miR6228-5p GO:0051510 Cellular process 

 GO:0061025 Cellular process 

 GO:0043248 Cellular process 

 GO:0051510 Cellular process 

 GO:0061025 Cellular process 

 GO:0042023 metabolic process 

 GO:0006635 metabolic process 

vvi-miR3624-5p GO:0000085 developmental process 

 GO:0009908 developmental process 

 GO:0000085 developmental process 

 GO:0045893 response to stimulus 

 GO:0006952 response to stimulus 

vvi-miR3626-3p GO:0006006 carbohydrate metabolism 

 GO:0048513 developmental process 

 GO:0044767 response to stimulus 

 GO:0055085 transport 

zma-miR169a-3p GO:0000023 carbohydrate metabolism 

 GO:0006098 carbohydrate metabolism 

 GO:0019252 carbohydrate metabolism 

 GO:0009767 metabolic process 

 GO:0006139 metabolic process 

 GO:0043085 positive regulation of catalytic activity 

zma-miR169r-3p GO:0006629 metabolic process 

 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0006457 protein metabolism 

miRNA'lar GO numarsı Genel iĢlevler 

ath-miR3440b-3p GO:0008150 biological_process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0005975 nucleobase-containing compound metabolic process 

 GO:0006412 translation 

ath-miR5021 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

 GO:0006810 transport 

ath-miR5655 GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 

 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0007049 cell cycle 

 GO:0009790 embryo development 

 GO:0007165 signal transduction 

bdi-miR319b-3p GO:0009058 biosynthetic process 
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 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0016043 cellular component organization 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0019538 protein metabolic process 

 GO:0009607 response to biotic stimulus 

 GO:0006950 response to stress 

 GO:0007165 signal transduction 

 GO:0006810 transport 

cca-miR396c GO:0008150 biological_process 

 GO:0007049 cell cycle 

 GO:0019725 cellular homeostasis 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0006091 generation of precursor metabolites and energy 

cca-miR6108f GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0016043 cellular component organization 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0006464 cellular protein modification process 

 GO:0006629 lipid metabolic process 

 GO:0006139 nucleobase-containing compound metabolic process 

 GO:0019538 protein metabolic process 

 GO:0006810 transport 

hci-miR156a GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0006629 lipid metabolic process 

 GO:0019748 secondary metabolic process 

hvu-miR5049a GO:0009056 catabolic process 

 GO:0016043 cellular component organization 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0006810 transport 

mdm-miR159c GO:0008150 biological_process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

 GO:0006950 response to stress 

 GO:0007165 signal transduction 

mtr-miR395h GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 

 GO:0008150 biological_process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

 GO:0006810 transport 

mtr-miR5227 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

mtr-miR5266 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0006629 lipid metabolic process 

 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0007165 signal transduction 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

 GO:0006412 translation 

 GO:0006810 transport 
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nta-miR156f GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

osa-miR160f-3p GO:0008150 biological_process 

 GO:0019725 cellular homeostasis 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0009607 response to biotic stimulus 

 GO:0006810 transport 

osa-miR164d GO:0006464 cellular protein modification process 

 GO:0009607 response to biotic stimulus 

 GO:0007165 signal transduction 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

osa-miR169a GO:0008150 biological_process 

 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0009987 cellular process 

osa-miR172b GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 

 GO:0008150 biological_process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0016043 cellular component organization 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

osa-miR396a-3p GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0015979 photosynthesis 

osa-miR444b.2 GO:0008150 biological_process 

 GO:0007049 cell cycle 

 GO:0016043 cellular component organization 

 GO:0006950 response to stress 

 GO:0007165 signal transduction 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

osa-miR5076 GO:0006464 cellular protein modification process 

 GO:0006259 DNA metabolic process 

 GO:0006139 nucleobase-containing compound metabolic process 

 GO:0006950 response to stress 

 GO:0007165 signal transduction 

osa-miR529b GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0016043 cellular component organization 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0006464 cellular protein modification process 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

 GO:0006412 translation 

 GO:0006810 transport 

pab-miR3710 GO:0009607 response to biotic stimulus 

 GO:0006950 response to stress 

peu-miR2916 GO:0016043 cellular component organization 

 GO:0006091 generation of precursor metabolites and energy 

 GO:0000003 reproduction 

ppt-miR1074 GO:0008150 biological_process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0006519 cellular amino acid metabolic process 

ptc-miR156l GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 
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 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0016049 cell growth 

 GO:0006519 cellular amino acid metabolic process 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

ptc-miR164f GO:0008150 biological_process 

 GO:0008150 biological_process 

 GO:0009628 response to abiotic stimulus 

 GO:0009719 response to endogenous stimulus 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

rgl-miR164 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0019538 protein metabolic process 

 GO:0006810 transport 

sbi-miR6222-3p GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

smo-miR156d GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0006259 DNA metabolic process 

 GO:0009790 embryo development 

 GO:0008152 metabolic process 

 GO:0006350 transcription, DNA-dependent 

tae-miR1134 GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 

 GO:0008150 biological_process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

tae-miR395b GO:0008150 biological_process 

 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0019538 protein metabolic process 

 GO:0006412 translation 

vvi-miR156e GO:0007049 cell cycle 

 GO:0007049 cell cycle 

 GO:0016043 cellular component organization 

 GO:0009987 cellular process 

vvi-miR167c GO:0008150 biological_process 

 GO:0030154 cell differentiation 

 GO:0016043 cellular component organization 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0006810 transport 

vvi-miR172a GO:0009056 catabolic process 

 GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

zma-miR156k-5p GO:0009987 cellular process 

 GO:0006629 lipid metabolic process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

zma-miR164b-3p GO:0005975 carbohydrate metabolic process 

 GO:0009056 catabolic process 

 GO:0009987 cellular process 

 GO:0015979 photosynthesis 

 GO:0009791 post-embryonic development 

 GO:0009606 tropism 

zma-miR164c-3p GO:0008150 biological_process 

 GO:0009058 biosynthetic process 

 GO:0006412 translation 

zma-miR169d GO:0009987 cellular process 

 GO:0006810 transport 


