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OZET

Marul Mozaik Viriisii, Marul Nekrotik Bodurluk Viriisi
ve Marul Nekrotik Sarilik Viriisii’nii Hedefleyen

MiRNA’larin In Siliko Yaklasimlarla Belirlenmesi

Eda OZKESER

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Sevgi MARAKLI

Marul (Lactuca sativa L.) bitkisi diinya ¢apinda en ¢ok yetistirilen ve tiiketilen
bitkilerden biri olup besin degeri oldukca yiiksektir. Diinya ¢apinda ciddi ekonomik
kayiplara sebep olan Marul Mozaik Viriisii (LMV), Marul Nekrotik Bodurluk
Virilisii (LNSV) ve Marul Nekrotik Sarilik Virlisii (LNYV) marulun ana viral
patojenlerindendir. Bu patojenlere karsi miicadelede farkli yontemler (radikasyon,
sanitasyon ve dezenfeksiyon vb.) kullanilsa da RNAi aracili koruma ¢ok daha gevre
dostu bir ¢6ziim sunmaktadir. RNA interferans (RNAi), kiiciik dsRNA’lari
kullanarak gen anlatimmi diizenleyen bir mekanizma olup sprey aracili gen
susturma (SIGS) teknolojisi ile birlikte gelistirilerek patojenlere karsi bitki
savunmasinda kullanilmaktadir. Bu teknolojide yaygin olarak kullanilan
mikroRNA’lar (miRNA’lar) gen anlatimini post-transkripsiyonel ya da post-
translasyonel olarak diizenleyen, yaklasik 20-24 nt uzunlugunda kisa, tek sarmalli,
kodlama yapmayan RNA molekiilleridir. Bu ¢aligmanin amaci; marul mozaik,
nekrotik bodurluk ve nekrotik sarilik viriislerinin ORF’lerini hedefleyen potansiyel

marul miRNA’larin1 tespit etmek, en etkili miRNA hedef baglanma bolgelerini

Xiv



tahmin etmek ve sonugta bu viriislere kars1 tanimlanan miRNA dizilerinin kullanim
potasiyellerini belirlemektir. Bu amag¢ kapsaminda; miRBase veri tabanindan elde
dilen bitki miRNA’larim1 Lactuca sativa (taxid:4236) genomunda arastirmada
BLAST, viriis genom organizasyonu ve anotasyonunda SnapGene, pre-miRNA
ikincil yapilarmin belirlenmesinde RNAfold ve miRNA hedef tahmininde
RNAhybrid analizleri gerceklestirilmistir. Marul genomunda toplamda 59 tane yeni
marul miRNA’s1 ilk defa tanimlanmis, ikincil yapilar1 analiz edilmis ve hedef
tahmin ¢alismalar yiriitilmistir. 12 miRNA’nin (Isa-miR7484a, Isa-miR10212,
Isa-miR6274, Isa-miR6463, Isa-miR8011a, Isa-miR172a, Isa-miR172b, Isa-
miR5564, Isa-miR1520, Isa-miR7777, Isa-miR1440 ve Isa-miR399a) LMV nin
ORF’sini, 25 miRNA’nin (Isa-miR1315, Isa-miR1107a, Isa-miR1107b, Isa-
miR6167, Isa-miR166a, Isa-miR166b, Isa-miR8647, Isa-miR7484a, Isa-miR11000,
Isa-miR6274, Isa-miR478, Isa-miR8011a, Isa-miR172a, Isa-miR172c, Isa-
miR172e, Isa-miR5564, Isa-miR399a, Isa-miR156a, Isa-miR156b, Isa-miR169, Isa-
miR6155, Isa-miR172f, Isa-miR7777, Isa-miR6189 ve Isa-miR399b) LNSV’nin
ORF’lerini ve 40 miRNA’nin da (Isa-miR828, Isa-miR156¢, Isa-miR837a, Isa-
miR9567, Isa-miR4393, Isa-miR166c, Isa-miR166d, Isa-miR7531, Isa-miR7486,
Isa-miR482, Isa-miR169b, Isa-miR8011b, Isa-miR8028, Isa-miR3630, Isa-miR530,
Isa-miR437, Isa-miR11509, Isa-miR823, Isa-miR3446, Isa-miR837b, Isa-miR837c,
Isa-miR6167a, lIsa-miR6167b, Isa-miR535, Isa-miR172f, Isa-miR166a, Isa-
miR166b, Isa-miR7484a, Isa-miR478, Isa-miR8011a, Isa-miR172a, Isa-miR172d,
Isa-miR156a, Isa-miR156b, Isa-miR169, Isa-miR6155, Isa-miR2590, Isa-
miR10212, lsa-miR6463 ve Isa-miR172b) LNYV’nin ORF’lerini hedefledigi
belirlenmistir. Tamimlanan bu miRNA'larin, marul bitkisinde LMV, LNSV ve

LNY V'ye kars1 RNAI aracili direng kazanmasina yararli olacag: diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, in siliko, Lactuca sativa.
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ABSTRACT

Determination of miRNAs Targeting Lettuce Mosaic
Virus, Lettuce Necrotic Stunt Virus and Lettuce Necrotic
Yellows Virus Using In Silico Approaches

Eda OZKESER

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Assoc. Dr. Sevgi MARAKLI

Lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the most popularly grown and consumed plants
worldwide with a very rich nutritional value. Lettuce mosaic virus (LMV), Lettuce
necrotic stunt virus (LNSV), and Lettuce necrotic yellows virus (LNYV) are the
main viral pathogens of the lettuce plants, causing serious economic losses
worldwide. Although different methods (radiation, sanitation and disinfection, etc.)
have been used in the fight against these pathogens, RNAi-mediated protection
offers a much more environmentally friendly solution. When combined with spray-
induced gene silencing (SIGS) technology, RNA interference (RNAI) is a method
that controls gene expression through small dsRNAs and is utilized by plants to
fight against infections. MicroRNAs (miRNAs), commonly used in this technology,
are non-coding, single-stranded, and short RNA molecules with approximately 20-
24 nt in length that regulate gene expression at post-transcriptional/translational
levels. The aim of this study is to identify potential lettuce miRNAs targeting ORFs
of LMV, LNSV and LNYV, predict the most effective miRNA target binding sites
and ultimately determine the potential use of mMiIRNA sequences identified against
these viruses. For this purpose, BLAST analyzes were performed to investigate
plant miRNAs obtained from the miRBase database in the Lactuca sativa
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(taxid:4236) genome, SnapGene analyzes were carried out for virus genome
organization and annotation, RNAfold was used for determination of pre-miRNA
secondary structures, and RNAhybrid was utilized for miRNA target prediction. 59
novel lettuce mature miRNAs were identified for the first time, their secondary
structures were analyzed, and target prediction studies were conducted. 12 miRNAs
(Isa-miR7484a, Isa-miR10212, Isa-miR6274, lsa-miR6463, Isa-miR8011a, Isa-
miR172a, Isa-miR172b, Isa-miR5564, Isa-miR1520, Isa-miR7777, Isa-miR1440 ve
Isa-miR399a) were found to target the ORF of the LMV, 25 miRNAs (Isa-miR1315,
Isa-miR1107a, Isa-miR1107b, lIsa-miR6167, lIsa-miR166a, Isa-miR166b, Isa-
MiR8647, Isa-miR7484a, Isa-miR11000, Isa-miR6274, Isa-miR478, Isa-miR8011a,
Isa-miR172a, Isa-miR172c, Isa-miR172e, Isa-miR5564, Isa-miR399a, Isa-
miR156a, Isa-miR156b, Isa-miR169, Isa-miR6155, Isa-miR172f, Isa-miR7777, Isa-
miR6189, and Isa-miR399b) were found to target ORFs of the LNSV, and 40
miRNAs (Isa-miR828, Isa-miR156¢, Isa-miR837a, Isa-miR9567, Isa-miR4393, Isa-
miR166¢, Isa-miR166d, Isa-miR7531, Isa-miR7486, Isa-miR482, Isa-miR169b,
Isa-miR8011b, Isa-miR8028, Isa-miR3630, Isa-miR530, Isa-miR437, Isa-
miR11509, Isa-miR823, Isa-miR3446, Isa-miR837b, Isa-miR837c, Isa-miR6167a,
Isa-miR6167b, Isa-miR535, Isa-miR172f, Isa-miR166a, Isa-miR166b, Isa-
miR7484a, Isa-miR478, Isa-miR8011a, Isa-miR172a, Isa-miR172d, Isa-miR156a,
Isa-miR156b, Isa-miR169, Isa-miR6155, Isa-miR2590, Isa-miR10212, Isa-
miR6463, and Isa-miR172b) were identified to target LNYV’s ORFs. It is stated
that these identified miRNAs will be useful in acquiring RNAi-mediated resistance
against LMV, LNSV and LNYV in lettuce plants.

Keywords: miRNA, in silico, Lactuca sativa.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Diinyanin hemen her {ilkesinde yogun olarak yetistirilmekte olan sebzeler,
insanoglunun temel besin kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Beslenmedeki
Onemlerinin anlasilmasiyla birlikte diinyada bitkilerle ilgili arastirmalar hizla artmis
ve sebze iiretiminde de artis gozlenmistir. TUIK verilerine gére Tiirkiye’de de
benzer sekilde 2023 yilinda bir 6nceki yila gére sebze iiriinleri iretim miktar1 % 0,6

artarak yaklasik 31,8 milyon ton olarak ger¢eklesmistir [1].

Diinyada yaygin olarak yetistirilen sebzelerden biri olan marul, Asteraceae
(Papatyagiller) ailesinin bir tiyesidir. Marul; C vitamini, demir ve folat agisindan
oldukga zengin bir bitkidir. Anti-inflamatuar, anti-diyabetik ve kolesterol diisiiriicii
ozellikleri vardir [2], [3], [4].

Marul yetistiriciliginde mantar hastaliklar1 ve 6zellikle viral hastaliklar ekonomik
kayiplara neden olmaktadir [5]. Virlislerin neden oldugu hastaliklar, diinyada
ekonomik getirisi yiiksek olan bitkilerde 6nemli kayiplara yol actigr gibi, {iriin

kalitesini de diistirmektedir [6].

Marul mozaik viriisii (LMV), +ssRNA genomuna sahip olan bir viriis olup diinya
¢apinda marul mahsullerinde en zararli viral hastaliklardan biri olan marul mozaik
hastaligina neden olmaktadir [5]. Bununla birlikte LMV izolatlarinin; semptomlar,
tohum aktarimi vb. gibi biyolojik ozellikleri arasindaki farkliliklar1 ve genis
biyolojik cesitliligi bu viriisii, bitki viriisii etkilesimlerinin incelenmesi ig¢in ¢ok
uygun bir model haline getirmektedir [7]. Yaprak bitleri ile taginmakta olan bu viriis
bulastiginda bir hafta icinde biitiin bir tarlayr enfekte edebilmektedir. Yaprak
bitleriyle miicadelede topraga, bitkinin kendisine ve tiiketicilerine son derece zararl

olan pestisitler kullanilmaktadir [8], [9].

Diger bir RNA viriisii olan Marul nekrotik bodurluk viriisii (LNSV), -sSRNA
genomuna sahip bir viriistiir ve bodurluk, nekroz ve 6liime neden olan marul govde
hastaligina neden olmaktadir [10], [11]. Marul tiretiminde biiyiik kayiplara yol agan
bir diger viriis olan Marul Nekrotik Sarilik Viriisii (LNYV) de -ssRNA genomuna



sahip bir viriis olup yaprak bitleri tarafindan kalic1 ve istilact bir sekilde bulasabilen
ciddi bir marul hastaligina neden olmaktadir [12], [13].

RNA interferans (RNAI), kiigiik dsRNA'lar1 (gift sarmalli RNA'lar) kullanan,
Okaryotlarda gen anlatimini diizenleyen bir mekanizmadir. RNAi'nin kesfi, RNA
diinyasinin kapilarint agmistir. Bu giicli mekanizma fonksiyonel genomikte,
hastaliklarin tedavisine yonelik terapatik uygulamalarda, tarimda ve diger alanlarda
kullanilabilmektedir. RNAi1 bazli gen terapileri, 0Ozellikle viriisle iliskili
hastaliklarin tedavisinde umut vaat etmektedir [14], [15], [16].

Transgenik yontemlere dayanmayan bir RNAi teknolojisi olan sprey aracili gen
susturma (SIGS), gen fonksiyonunun incelenmesi igin 6nemli bir potansiyele
sahiptir [17]. SIGS, doga dostu yeni bir genetik miihendisligi teknolojisi olup bu
teknolojide, patojen geni hedef alan RNA’lar bitkiye topikal olarak uygulanarak
(yapraklar gibi bitki dokularina) hastaligin kontrol altina alinmasi saglanir. SIGS,
ekzojen ¢ift sarmalli RN A'y1 (dsRNA) bitkilere piiskiirtme, enjeksiyon veya sulama
yoluyla sokarak hedef genleri aninda susturmak i¢in RNAi yolagini tetikler [17].

Yaygin olarak kullanilan bu teknigin temel sorunu, stabil olmamasi nedeniyle
RNA'nin ¢evre kosullarina maruz kaldiginda hizli bir sekilde bozunabilmesidir. Bu
sorunun tstesinden gelmek igin, Qiao vd. [18], domates ve liziim bitkileri
aragtirmalarinda belirttikleri gibi RNA kapsiillemesi icin yapay nanopartikiiller
gelistirerek dsRNA sprey metodunu kullandilar. Stabilitenin iyilestirilmesiyle
patojene karst RNAI aracili koruma g¢evre dostu bir sekilde miimkiin hale geldi.
MikroRNA'lar (miRNA'lar), RNAIi teknolojisinde kullanilan kisa kodlama
yapmayan dizilerdir [19]. Bitkilerde ve hayvanlarda yasami siirdiiren diizenleyici
bir role sahip olan miRNA'lar, yaklasik 20-24 niikleotit (nt) uzunlugunda kiigiik,
endojen ve tek sarmalli RNA molekiilleridir. Ozellikle bitkilerde bagisiklik
savunma sisteminin anahtar aktivatorlerinden biri olarak kabul edilirler [20], [21].
miRNA'lar; hedef mRNA'y1 keserek post-transkripsiyonel veya post-translasyonel
susturma ile gen anlatimmi diizenler [22]. miRNA'larin ve hedeflerinin
tanimlanmasi, bitkilerin virlis enfeksiyonu da dahil olmak iizere ¢evresel strese
kars1 direncini arttirmak i¢in 6nemlidir [23], [24]. Bu nedenle, patojenite ile ilgili
genleri hedefleyen miRNA’larin tespiti ve RNA1i teknolojisinde kullanimi; tarimda
sadece ilgili patojeni etkileyip, topraga, suya ve bitkinin kendisine herhangi biz

zarar vermemesi acisindan Onemlidir. Tarimda yaygin olarak kullanilan ama



cevreye zarar veren pestisitlere karsi alternatif olabilecek bu teknoloji, son yillarda

yaygin olarak ¢aligilmaktadir [25].

Bu tez ¢alismasinin amact marul genomunda LMV, LNSV ve LNYV genomlarini
hedefleyen miRNA’larin tespit edilmesidir. Bu amagla, miRNA tahmin algoritmasi
analizleri yardimiyla, marul miRNA'larinin viriislere karsi potansiyel hedefleri,
marul ¢esitlerinde diren¢ olusturma konusunda emsal olarak belirlendi. Buradaki
biyoinformatik yaklasim, genetik miithendisligi aracilifiyla viriise dayanikli marul

bitkileri olusturma konseptini desteklemektedir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tez ¢calismasinin amaci; marul (Lactuca sativa L.) bitkisinin genomunda marul
mozaik viriisii (LMV), marul nekrotik bodurluk viriisii (LNSV) ve marul nekrotik
sarilik viiriisii (LNYV) ORF’lerini hedefleyen miRNA’lar1 belirlemek ve en etkili
miRNA hedef baglanma boélgelerini tespit etmektir.

1.3 Hipotez

Lactuca sativa, tiim diinyada iiretimi ve tiiketimi yaygin olan olduk¢a zengin besin
degerine sahip bir bitkidir. Cesitli g¢aligmalarda, bitki-patojen savaslarinda
miRNA’larin giiclinden yararlanilabilecegi ortaya konulmustur. LMV, LNSV ve
LNYV marul bitkisinin 6nemli zararlilarindan olup marul genomunda bu viriisleri
hedefleyen miRNA’larin tespit edilmesi Ongoriilmiistiir. Boylece, bu viriislerle

savasta ¢cevre dostu bir yaklagim saglayacaklar diistintilmektedir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 Marul Bitkisi (Lactuca sativa L.)

Diinyada yaygin olarak yetistirilen sebzelerden biri olan marul, Asteraceae ailesine
(Papatyagiller) ait C vitamini, demir, folat, lif ve polifenoller, karotenoidler gibi
bircok faydal1 biyoaktif bilesigin kaynagi olan olduk¢a zengin besin degerine sahip
bir bitkidir. Gida ve Tarim Orgiitii'ne gére (http://www.fao.org/), 2022 yilinda
diinya ¢apinda marul tiretimi 27,149,446.41 ton olup tiim yaprakli sebzeler arasinda
3. swrada yer almaktadir. Tarim ve Orman Bakanli1 verilerine gore Tiirkiye’de
yaprag1 yenen sebzeler arasinda 2. sirada olup 2022 yilinda kivircik marul iiretimi
252,583 ton iken 2023 yilinda %2,9’luk degisim ile 259,868 tona ¢ikmistir. Gobekli
marul liretimi ise 204,422 ton iken 2023 yilinda %3,5’luk degisim ile 211,660 tona
cikmistir. 2022 yilinda 104,985 ton olan aysberg marul {iretimi ise 2023 yilinda
%1,2’lik degisim ile 106,245 tona ¢ikmustir [1]. Besleyici degerinin yani sira
kalorisi, sodyumu ve yagi oldukga diisiik olan marul bitkisi, anti-inflamatuar, anti-

diyabetik ve kolesterol disiirticii etkilere de sahiptir [2], [3], [4].

Avrupa ve Himalayalar’da bulunan ¢ok yillik yabani Lactuca tiirlerinin haploid
kromozom sayis1 n = 8'dir. Avrupa ve Akdeniz tiirlerinin ¢ogu, Orta Dogu, Afrika
ve Hindistan'daki tiirlerin ise n=9 olarak bildirilmistir. Kanada'dan Florida'ya
kadar tiirler ise n= 17 haploid kromozom sayisina sahiptir. Ancak bir¢ok Lactuca
tiirliniin kromozom sayilar1 bilinmemektedir ve bircok Kuzey Amerika tiiriiniin
gercek kromozom sayilari rapor edilen verilerden farkli olabilir [26]. Marul genom
dizileme konsorsiyumu tarafindan 2022 yilinda yayimlanan raporda;
Magnoliopsida simifinin Asteraceae ailesine ait 9 haploid kromozoma sahip (n=9)
bir bitki olan bahg¢e marulunun (taxonomy ID: 4236, GenBank:
GCA_002870075.4) genom boyutu 2.6 Gb olarak rapor edilmistir (NCBI
BioProject erisim no: PRINA173551) [27].

2.2 Marul Viriisleri

Viriisler, bitkilerde ciddi ekonomik kayiba neden olan en etkili patojenlerdir. Viriis

enfeksiyonlarmin etkileri; verimde azalma, bitkilerin boyut, sekil, tat, yap1 ve
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kompozisyon kalitesinin azalmasi, canlilifin azalmasi (kuruya, soguga duyarhlik),
diger patojenlerin enfeksiyonuna yatkinlik, kisa raf émrii ve fertilitede azalmadir.
Tim virisler, tiremek i¢in konakgilarinin hiicresel mekanizmasima bagimli olan
zorunlu parazitler olduklar1 gibi bitki viriisleri de enfekte olmus bitkilerden saglikli
bitkilere, vektdr adi verilen canli organizmalar tarafindan aktif bulasma yoluyla
bulagir. Bitkilerle beslenen eklembacaklilar, nematodlar ve bitki paraziti mantarlar,
bitki viriisleri i¢in baslica vektdr organizma tiirleridir. Bitki viriislerinin her tiirti
onemli hastaliklara neden olan ajanlardir ve diinyanin hemen her yerinde mahsul
verimi ve kalitesindeki kayiplardan sorumludur. En ciddi marul viriisleri arasinda,
marul mozaik virtisii (LMV), marul nekrotik bodurluk viriisii (LNSV) ve marul
nekrotik sarilik virtisii (LNYV) yer almaktadir [26].

2.2.1 Marul Mozaik Viriisii (LMV)

LMV, diinya ¢apinda farkli mahsullerde ekonomik zararlara ve ciddi verim
kayiplarina neden olan yaprak bitleri ve tohumlarla taginan Potyviridae ailesindeki
Potyviriislerin en 6nemli iiyelerinden biridir. Diinya ¢apinda marul mahsullerinde
en zararl viral hastaliklardan birine (mozaik hastaligi) neden olarak %50'ye varan
biiyiik ekonomik kayip olusturmaktadir [5], [28]. Diinyada, LMV dagilimi Sekil
2.1°de goriildigii gibidir [29].

LMYV ile enfekte olmus bitkilerde gézlenen bazi belirtiler Sekil 2.2°de de goriildigi
tizere damarlarda ve mozaik sekillerinde renk degisiklikleri, yaprak kivrilmasi ve

solmasi, bodurlagma/ciicelik ve nekrotik lekelerdir [7], [30].



Sekil 2.1 Marul mozaik viriisii (LMV) dagilimi [29].

LMV, diger Potyviriislerde oldugu gibi esas olarak yaprak bitleri, 6zellikle Myzus
persicae, Acyrthosiphon scariolae, Macrosiphum euphorbiae ve Aphis gossypii ile
taginir. Viriis bulasan bir tarla bir hafta i¢cinde tamamen enfekte olabilmektedir ve

hasadin tamamen kaybedilmesine neden olmaktadir [8], [9].

Yaklasik 750x13 nm uzunlugunda esnek iplik¢iklerden olusan partikiiller igeren ve
10.080 baz gifti (b¢) boyutunda tek sarmalli pozitif RNA (+ssRNA) genomuna
sahip olan LMV (NCBI erisim no: MZ318158), Potyviridae ailesinin Potyviriis
cinsine aittir [5]. Tiim Potyviriislerde oldugu gibi genomik RNA's1, 5' ucunda viriis
tarafindan kodlanan bir genom baglantili viral proteinine (VPg) kovalent olarak
baglanir ve 3' ucunda poliadenile edilir [31], [32]. LMV genomu, iki UTR
(translasyona ugramayan bolge) (5' ucunda 103 nt ve 3' ucunda 210 nt) ile
cevrelenen ve biiyiik bir poliproteini kodlayan bir ana agik okuma gergevesinden
(ORF) olusur [33].



Sekil 2.2 Marullarda LMV izolatlarinin neden oldugu semptomlar. A, LMV
virionlarinin elektron mikrografi (cubuk, 200 nm); B-D, Ciicelesme ve nekroz da
dahil olmak iizere LMV-E izolatinin neden oldugu ciddi semptomlar (C'de yakin

¢ekim); E, LMV-AF199'un neden oldugu mozaik semptomlar; F, Mozaik
belirtileri gosteren enfekte olmus yaprak [7].

2.2.2 Marul Nekrotik Bodurluk Viriisii (LNSV)

Marul iiretiminde biiyiik kayiplara yol acan bir diger viriis ise Tombusviridae
ailesinin Tombusviriis cinsine ait olan marul nekrotik bodurluk virtistidiir (LNSV).
LNSV marul bitkilerinde; bodurluk, nekroz ve 6liime neden olan marul dieback
hastaligina neden olur (Sekil 2.3). Tek zincirli ve lineer RNA genomu (NCBI erisim
no: IN700748) 4772 nt uzunlugundadir ve 5' ucu 166 nt uzunlukta UTR igerir. Tek
zincirli ve lineer RNA genomuna sahip bir viriis olup (ssSRNA(-)) altt ORF bolgesi
bulunmaktadir. 167-1057 nt arasinda yer alan birinci ORF, 33 kDa biiytikliiglinde
bir protein kodlamaktadir. 167-2623 nt arasinda yer alan ikinci ORF ise 92 kDa
biiyiikliigiinde ikinci proteini kodlamaktadir. Uciincii ORF, LNSV'nin dis
kabugunu olusturan 41 kDa'lik bir proteini kodlar. Dordiinci ORF ise viriisiin
hareketini ve bitkileri enfekte etmesini saglayan P22 proteinini kodlar. Besinci
ORF, P19 proteinini kodlamaktadir. Altinct ORF ise 4487-4663 nt arasindadir [10],
[11].



Sekil 2.3 Farkli marul tiirlerinde LNSV’nin sebep oldugu hastalik semptomlari.
Sol taraftakiler saglikli, sag taraftakiler hastalikli. A, gdvde tipi; B, yaprak tipi; C,
yesil romaine marul ve D kirmizi kivircik marul [34].

2.2.3 Marul Nekrotik Sarilik Viriisii (LNYV)

Cytorhabdoviriis cinsine ait monopartit bir viriis olan marul nekrotik sarilik viriisii
(LNYYV) (NCBI erisim no: NC_007642), P ve L proteinlerine bagli niikleokapsid
proteinleri ile kaplanmis bir genom ile zarflanmistir ve basil seklindedir. LNY'V,
12.807 nt'lik tek sarmalli negatif RNA genomuna sahiptir. Genomu bir
niikleokapsid proteini (N), bir fosfoprotein (P), bir hareket proteini (4b), bir matris
proteini (M), bir glikoprotein (G) ve bir polimerazi (L) kodlar (Sekil 2.4). Bu viriis
Hyperomyzus lactucae yaprak biti tarafindan kalict ve istilaci bir sekilde

bulasabilen ciddi bir marul hastaligina neden olur [12], [13].

LNYV ile enfekte olmus bitkilerde gozlenen bazi belirtiler Sekil 2.5°de de
goriildiigli lizere yaprak sariligi, yaprak kivrilmasi ve solmasi, bodurlasma ve

nekrozdur [35].
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Sekil 2.4 LNYV genomunu gdsteren diyagram. Alt1 genin (Leader (L) ve Trailer
(T) dahil olmak {izere) genom organizasyonunu ve niikleotit pozisyonunu
gostermektedir. N ve P Geni, N geninin UTR'lerini gosterecek sekilde
genisletilmistir ve siyah yatay ¢izgi, Leader (L) dizisi ile N ve P genleri arasindaki
genler arasi bolgeleri temsil etmektedir [36].

Sekil 2.5 A, Saglikli marul bitkisi; B, Bitkide bodurluk, yaprak sariligi, yaprak
kivrilmasi ve piirtizliiliigii ve yaprak dokusunda araliklarla meydana gelen nekroz,
doku 6liimleri gibi semptomlar gosteren, LNY'V ile enfekte olmus marul bitkisi

[35].

2.3 RNAi Mekanizmasi ve miRNA’lar

RNAI, mayadan insana kadar evrimsel olarak korunmus bir gen susturma
mekanizmasidir. Prokaryotlarda da RNAi mekanizmasina islevsel olarak benzeyen
ama homolog olmayan RNAI benzeri bir savunma sistemine sahiptir [37]. RNAI
kaynakli gen susturma, transkripsiyon, mRNA stabilitesi ve translasyon dahil

olmak {izere her seviyede gen anlatimimni kontrol eder [38].

RNALI, gen aktivitesinin homolojiye bagli kontroliinii yonlendirmek i¢in tetikleyici
olarak kiiciik cift sarmalli RNA (dsRNA) molekiillerini kullanan ¢ogu Okaryotik
hiicrenin diizenleyici bir mekanizmasidir [39]. Sekil 2.6’da goriildigii gibi, RNAi



mekanizmasi ¢ok yonliidiir ve kiigiik ¢ift sarmalli RNA'larin (dSRNA'lar) gen
anlatimimi diizenledigi ¢esitli yolaklar vardir. Endojen mikroRNA (miRNA) yolagi,
cekirdekte pre-miRNA'lara doniistiiriilen, sitoplazmaya gonderilen ve tekrar
fonksiyonel miRNA'lara doniistiiriilen ve Polimeraz Il ile kopyalanan birincil
miRNA'larla baglar [19]. miRNA’lar, RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC)
ile kompleksleserek ve "seed dizileri" olarak adlandirilan kisa homoloji uzantilar
yoluyla hedef dizilerin 3' UTR'lerine baglanarak gen anlatimmni translasyonel
baskilama veya mMRNA degredasyonu yoluyla post-transkripsiyonel olarak
diizenleyen endojen molekiillerdir [40], [41], [42].

miRNA'lar, hedef mRNA'lar1 yikarak veya mRNA'larin translasyonunu bloke
ederek post-translasyonel inhibisyon ile gelisim, farklilasma, metabolizma ve
savunma i¢in gerekli genlerin anlatimini1 diizenlerler. MiRNA'larin biyolojik
olaylardaki o6nemli rollerinden dolayi, miRNA isleme (miRNA processing)
mekanizmalarini tanimlamak i¢in kapsamli arastirmalar yapilmaktadir. Genel
olarak miRNA'lar, kendi genlerinden veya intronlardan iiretilen, birincil miRNA'lar
(pri-miRNA'lar) adi verilen uzun transkriptlerden islenir. Tek bir pri-miRNA,
miRNA dizilerine sahip bir veya daha fazla kusurlu sag tokas1 ilmek (hairpin-loop)
yapisi igerir. Bitkilerde, pri-miRNA'nin iki asamali boliinmesi bir Dicer homologu
olan Dicer-likel (DCL1) tarafindan gergeklestirilir. HUA ENHANCER 1 (HEN1),
miRNA'larin ¢ekirdekten disar1 taginmalarindan 6nce miRNA'larin 3' ucuna bir
metil grubu ekler. Bu ¢ekirdek proteinlere ek olarak, 20'den fazla bilesen dogrudan
veya dolayl olarak bitki pri-miRNA islenmesinde rol oynar. Hem bitkilerde hem
de hayvanlarda son adim, olgun miRNA'larin sitoplazmadaki RNA kaynakli
susturma kompleksinin (RISC) temel katalitik bilesenlerinden biri olan

ARGONAUTE 1 (AGOL1) proteinine segici olarak yiiklenmesini igerir [43].
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Sekil 2.6 RNAI aracili gen susturulmast hiicresel yolaklar: [19].

RNAi mekanizmasi, mevcut ve gelecekteki gida iiretimini glivence altina almak
icin diinya capinda ihtiya¢c duyulan, entegre bitki zararlilar1 yOnetimine ve
stirdiiriilebilir tarim stratejilerine biiyiik katki saglamak i¢in kullanilabilecek dogal
bir mekanizma olmakla birlikte bu teknoloji, gen anlatimimi modifiye ederek
bitkileri gelistirmek ve bitki zararlilarinin ve patojenlerin genlerini hem bitki i¢inde
(konake1 kaynakli gen susturma) hem de topikal uygulamalar (sprey kaynakli gen
susturma) ile hedeflemek amaciyla gelistirilmekte ve kullanilmaktadir [44]. Bu
amaglarla, Ozellikle patojenite ile ilgili genleri hedefleyen miRNA’lar tespit
edilerek bitkilere uygulanmaktadir [45], [46]. Bu amagla, gesitli bitki patojenleriyle
yapilan g¢aligmalar bulunmaktadir. Bu calismalardan birinde domates ve {iziim
bitkilerini etkileyen bir patojen olan Botrytis cinerea'yr kontrol altina almak
amaciyla aragtirmalar yiiriitilmiis ve dsRNA dagitimin1 ve patojen tarafindan
alimin1 kolaylastirmak amaciyla yapay nanopartikiiller sentezlenmistir. Stabiliteyi
gelistirerek patojene karsi RNAi aracili bitki korunmasinin miimkiin hale geldigini
one stirmiislerdir [18]. Diger bir ¢alismada ise oldukga etkili bir orman patojeni olan
Fusarium circinatum'un vezikiil taginmasi, sinyal iletimi ve hiicre duvari

biyogenezi metabolik yolaklarinda yer alan yasamsal genlerini hedef alan dsSRNA
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molekiilleri tasarlanmis, liretilmis ve bitkiye uygulanmistir. Sonugta, dsSRNA’larin

patojenin viriilansinin inhibisyonunu tetikleyebildigi dogrulanmistir [47].

He vd. [25] tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada ise diinya ¢apinda mahsul veriminde
ciddi kayiplara neden olan fitopatojenler ile miicadelede, SIGS yonteminin ekolojik
olarak siirdiiriilebilir bir patojen kontrol yaklasimi oldugu 6ne siiriilmektedir. Baska
bir ¢alismada ise RNAi’nin arboviriise direncli sivrisinek popiilasyonlarinin
gelistirilmesinde artropod genlerinin susturulmasi i¢in 6énemli bir ara¢ oldugundan
bahsedilmektedir [48]. Yapilan arastirmalar incelendiginde, marul viriisleri (LMV,

LNSV ve LNYV) ile ilgili herhangi bir RNAi ¢alismasinin olmadig1 goriilmiistiir.
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3

MATERYAL VE METOD

Bu tez calismasinda, bitki miRNA’lar1 miRBase veri tabanindan alindi, Blast
analizleri ile Lactuca sativa (taxid:4236) genomunda arastirildi. Yanlig
eslesmelerin silinmesinin ardindan RNAfold analizleri gergeklestirilerek aday
miRNA dizilerinin ikincil yapilari belirlendi. SnapGene programi kullanilarak viral
genomlarin anotasyonu yapildi ve sonrasinda virlis genomlarinda hedef tahmini
analizleri RNAhybrid programi araciligiyla gergeklestirilerek viriislerin ORF’lerini
hedefleyen yeni miRNA’lar belirlendi.

3.1 Bitki miRNA’larinin Elde Edilmesi

Yaymlanmis biitiin bitki tlirlerinin (Viridiplantae) olgun (mature) miRNA dizileri,
miRNA dizilerinin veri tabani olan miRBase’den elde edildi (v22,
http://mirbase.org/). miRBase veritabani, in siliko veya deneysel yontemlerle elde
edilen, farkli organizmalarin biitiin yayinlanmigs miRNA dizilerinin 6nciil ve olgun

formlar1 hakkinda bilgiler igeren standart bir online referans kaynagidir [49].

Yapilan ¢aligmalar olgun miRNA’larin canlilar arasinda daha korunmus yapida
olduklarin1 gostermektedir [50]. Bu nedenle bu galigmada yiiritilen in siliko
analizlerde olgun miRNA dizileri kullanilmistir. Benzer dizilerin tekrarl analizini
engellemek ve yanlis pozitif sonuclarin Oniine gecebilmek amaciyla iizerinde
benzerlik gosteren diziler excel programinin kosullu bigimlendirme 6zelligi

kullanilarak elendi ve her bir dizi i¢in “single tone” elde edildi.

3.2 BLAST Analizi

NCBI programinda bulunan BLASTN programi kullanilarak Blast analizleri
gerceklestirildi. miRBase veri tabanindan elde edilen referans miRNA dizileri
Lactuca sativa (taxid:4236) genomunda 3 farkli veri taban1 [nucleotide collection
(nr/nt), expressed sequence tags (est), genomic survey sequences (gss)] kullanilarak
aragtirildi. Program secenegi “somewhat similar sequences” olarak, maksimum
hedef diziler “1000”, beklenen esik degeri “1000” ve kelime biiyiikligii “7” olarak
secildi. Diger parametreler degistirilmeden kullanildi [51].
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Veri tabani niikleotit (nr/nt), sonrasinda est ve son olarak da gss olarak segildi ve
analizler tek tek bu veri tabanlar1 kullanilarak yapildi. Elde edilen sonuglardan E
degeri (expect value) 1’den kiigiik olan ve/veya I degeri (Identities) 12 ve 12°nin

tizerinde olan sonugclar alind1 ve sonraki analizlerde kullanilmak tizere kaydedildi.

3.3 Yanhs Eslesmelerin Belirlenmesi ve Eleme Siireci

Bir 6nceki asamada elde edilen diziler, referans miRNA dizileri ile karsilastirilarak
tek tek kontrol edildi. Referans miRNA dizileri ile eslesen EST dizileri arasinda
maksimum 7 yanlis eslesme ve/veya indeller (insersiyon/delesyon) bir sonraki

asama olan eleme siirecinde kullanilmak iizere tespit edildi [52].

NCBI veri tabaninda EST, GSS ya da niikleotit dizilerinin kismi dizileri de
bulunmaktadir. Cogu zaman birbirine olduk¢a benzer dizilere de farkli erisim
numaralar verildigi goriilmektedir. Yapilan analizlerde de benzer dizilerde ayn1 ya
da farkli miRNA dizileri belirlendi. Bu dizilerin tekrar tekrar analiz edilmesine
gerek olmadig icin ayn1 EST, GSS ya da niikleotit dizisine ait tekrarli diziler, her bir
miRNA dizisine ait ‘single tone’ olusturulmasi i¢in BLASTN programi kullanilarak
elendi. Elemede BLASTN programindaki parametreler degistirilmeden analiz

gerceklestirildi.

Bununla birlikte miRNA dizileri kodlama yapmayan diziler oldugundan belirlenen
miRNA dizilerinin protein kodlayip/kodlamadigimin belirlenmesi i¢in miRNA’lar
BLASTX programu ile analiz edildi ve protein kodlamayan diziler potansiyel aday
miRNA dizileri olarak secildi.

3.4 RNAfold Analizi

Aday miRNA’larin ikincil stem-loop yapilar1 ViennaRNA Package (Versiyon
2.6.3) RNAfold Web Server programi (http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) kullanilarak Minimum Free Energy algoritmasi
ile analiz edildi [53].

Elde edilen sonuclar, asagidaki kriterler g6z 6niine alinarak degerlendirildi.

i.  Potansiyel miRNA dizisi, ‘stem-loop’ hairpin yapisinda uygun bir konumda
bulunmall.

ii.  mMiRNA veya miRNA* dizilerinde herhangi bir loop veya kirik olmamali.

14



iii.  MFEI (Minimum Katlanma Enerji indeksi) degeri>0.85 ve MFE (Minimum
Serbest Enerji) degeri < -18 kcal/mol olmali.

iv.  Olgun miRNA ve miRNA* dizileri arasinda Watson-Crick veya G/U baz
cgiftinden min 12 tane olmal1 [52].

Sonuglarin referans dizileri, pozisyonlari, MFE degerleri, miRNA nt sayilari,
MFEIL, AMFE (Adjusted Minimal Folding Free Energy) ve % GC degerleri
belirlendi. MFEI ve AMFE degerleri asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi
[54].

AMFE (Ayarlanmis Minimal Katlanma Serbest Enerjisi) = (MFE (Minimum
Serbest Enerji) / (miRNA dizisi uzunlugu) x 100

MFEI (Minimum Katlanma Enerji indeksi) = AMFE (Ayarlanmis Minimal
Katlanma Serbest Enerjisi) / (G+C) %

3.5 Viral Genomlarin Eldesi ve Anotasyonu

Lactuca sativa bitkisinden izole edilen LMV, LNSV ve LNYV genomlarinin tam
uzunluktaki transkriptleri (sirasiyla erisim no: MZ318158, JN700748 ve
NC_007642) NCBI'dan ¢ekildi ve ORF'lerinin beklenen boyutlari, konumlari ve %
GC igerikleri SnapGene programi (Versiyon 7.1.1) (https://www.snapgene.com/)

kullanilarak analiz edildi.

3.6 Viris Genomlarinda Hedef Tahmini

Viral genomlar1 hedef alan potansiyel miRNA’lar1 belirleyebilmek icin RNAhybrid
programi (Version 2.2) kullanilarak RNAhybrid analizleri gergeklestirildi [55]. Bu

amagla, virtislerin ORF dizilerini hedefleyen yeni miRNA’lar belirlendi.
Potansiyel hedefler asagidaki kriterler kullanilarak belirlenmistir.
i. Hedef miRNA ve aday mRNA arasinda maksimum 4 nt yanlis eslesme olmali.

Ii. Yanlis eslesmeler, miRNA dizisinin 5’ ucundan itibaren 10. ve 11. pozisyonlarda

olmamali.

1ii. miRNA’ nin 5° ucundan itibaren 1. ve 9. pozisyonlar arasinda 1 nt’ den fazla

yanlis eslesme olmamali.
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iv. Hedef miRNA ile potansiyel mRNA arasinda herhangi bir bolgede yan yana 2

nt’ten fazla yanlis eslesme ve bosluk olmamali.

v. miRNA’ nin 5’ ucundan itibaren 2-7 ve/veya 8-13 nt bolgesi i¢in MFE degeri <
-20 kcal mol™ olmali [56], [52].
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A

BULGULAR

4.1 Bitki miRNA Dizilerinin Elde Edilmesi

82 farkli bitki tiirline ait toplamda 10496 tane olgun miRNA dizisi, miRBase veri
tabanindan alindi. Bitki tiirlerinin ait olduklar1 aile isimleri ile birlikte sahip
olduklar1 6nciil ve olgun miRNA dizi sayilar1 Tablo 4.1°deki gibidir. “Single tone”
olusturularak eleme islemi yapildiktan sonra 6083 olgun miRNA dizisi elde edildi.

Tablo 4.1 miRBase’deki biitiin bitki tiirlerine ait dnciil ve olgun miRNA dizileri

Alem Sube Simif Aile Ismi Tiir ismi miRNA Sayisi
© © ... .
R Chlamydomon | 50 6nciil miRNA, 86 olgun
2 > >
=& Chlorophyta | "¢ reinhardti MiRNA
Cunninghamia | 4 6nciill miRNA, 4 olgun
lanceolata miRNA
s .
= Picea abies 594 6nciil miRNA, 600
= i olgun miRNA
= Coniferophyta
=
S . 29 6nciil miRNA, 29 olgun
o s
S Pinus densata MIRNA
. 35 onciil miRNA, 36 olgun
e Pinus taeda MIRNA
=
= g Physcomitrell 247 énciil miRNA, 298
= 5 a patens olgun miRNA
> S Embryophyta
2 Selaginella | 58 6nciil miRNA, 64 olgun
w moellendorffii MiRNA
Maanoliophvta Amborella 124 6nciil miRNA, 129
g Py trichopoda olgun miRNA
> Amaranthaceae Salicornia 31 6nciil miRNA, 31 olgun
S %) europaea miRNA
] S
E 2 1 1
= . . 29 6nciil miRNA, 32 olgun
(=) b )
§ g Araliaceae Panax ginseng MIRNA
S
w Asteraceae Cynara 48 dnciill miRNA, 63 olgun
cardunculus mMiRNA
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https://mirbase.org/browse/results/?organism=cre
https://mirbase.org/browse/results/?organism=cre
https://mirbase.org/browse/results/?organism=cln
https://mirbase.org/browse/results/?organism=cln
https://mirbase.org/browse/results/?organism=pab
https://mirbase.org/browse/results/?organism=pde
https://mirbase.org/browse/results/?organism=pta
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ppt
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ppt
https://mirbase.org/browse/results/?organism=smo
https://mirbase.org/browse/results/?organism=smo
https://mirbase.org/browse/results/?organism=atr
https://mirbase.org/browse/results/?organism=atr
https://mirbase.org/browse/results/?organism=seu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=seu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=pgi
https://mirbase.org/browse/results/?organism=cca
https://mirbase.org/browse/results/?organism=cca

Tablo 4.1 miRBase’deki biitiin bitki tiirlerine ait dnciil ve olgun miRNA dizileri

(devami)
Alem | Sube | Smmf | Aile Ismi Tiir Ismi miRNA Sayisi
Helianthus 6 onciil miRNA, 7 olgun
annuus miRNA
Helianthus 3 onciil miRNA, 3 olgun
argophyllus miRNA
Helianthus 3 onciil miRNA, 3 olgun
@ ciliaris miRNA
s . - 2 dnciil miRNA, 2 olgun
D ]
g Helianthus exilis MIRNA
Helianthus 3 6nciil miRNA, 3 olgun
paradoxus mMiRNA
Helianthus 3 6nciil miRNA, 3 olgun
petiolaris mMiRNA
Helianthus 16 6nciil miRNA, 16 olgun
tuberosus miRNA
© A Arabidopsis 205 onciil miRNA, 385 olgun
2 = S lyrata miRNA
5| 58| 2
= -3 2 Arabidopsis 326 6nciil miRNA, 430 olgun
= > = thaliana miRNA
> > o
@ Brassica napus 90 6nciil miRNA, 92 olgun
2 P MiRNA
S
w
< Brassica oleracea 10 6nciil miRNA, 11 olgun
m miRNA
Brassica rapa 96 onciil miRNA, 157 olgun
P MiRNA
Camelina sativa 91 6nciil miRNA, 112 olgun
miRNA
. . 79 6nciil miRNA, 81 olgun
Caricaceae Carica papaya

miRNA

Cucurbitacea
e

Cucumis melo

120 6nciil miRNA, 120 olgun
miRNA

Cucumis sativus

5 6nciil miRNA, 5 olgun
miRNA

Euphorbiace
ae

Hevea brasiliensis

30 onciil miRNA, 31 olgun
miRNA
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https://mirbase.org/browse/results/?organism=han
https://mirbase.org/browse/results/?organism=han
https://mirbase.org/browse/results/?organism=har
https://mirbase.org/browse/results/?organism=har
https://mirbase.org/browse/results/?organism=hci
https://mirbase.org/browse/results/?organism=hci
https://mirbase.org/browse/results/?organism=hex
https://mirbase.org/browse/results/?organism=hpa
https://mirbase.org/browse/results/?organism=hpa
https://mirbase.org/browse/results/?organism=hpe
https://mirbase.org/browse/results/?organism=hpe
https://mirbase.org/browse/results/?organism=htu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=htu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=aly
https://mirbase.org/browse/results/?organism=aly
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ath
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ath
https://mirbase.org/browse/results/?organism=bna
https://mirbase.org/browse/results/?organism=bol
https://mirbase.org/browse/results/?organism=bra
https://mirbase.org/browse/results/?organism=cas
https://mirbase.org/browse/results/?organism=cpa
https://mirbase.org/browse/results/?organism=cme
https://mirbase.org/browse/results/?organism=cst
https://mirbase.org/browse/results/?organism=hbr

Tablo 4.1 miRBase’deki biitiin bitki tiirlerine ait dnciil ve olgun miRNA dizileri

(devami)
Alem | Sube | Simf i‘: :lfi Tiir Ismi miRNA Sayisi
5 Manihot 174 énciil miRNA, 175 olgun miRNA
3 esculenta onet » 1o
=2
o
= Ricinus
T . 63 onciil miRNA, 63 olgun miRNA
communis
.Aca.CIa . 7 dnciil miRNA, 7 olgun miRNA
auriculiformis
Acac_la 23 onciil miRNA, 32 olgun miRNA
mangium
hAraCh'S 3 6nciil miRNA, 3 olgun miRNA
ypogaea
© Glycine max 684 6nciil miRNA, 756 olgun miRNA
(581
[<5]
é Glycine soja 13 6nciil miRNA, 13 olgun miRNA
551
LL
Lotus japonicus | 299 6nciil miRNA, 365 olgun miRNA
hgEscago 672 énciil miRNA, 790 olgun miRNA
truncatula
o] %)
gl 2z ¢ Phaseol
s | 8| 2 aseo s 8 6nciil mRNA, 10 olgun miRNA
o = 2 vulgaris
2 S 2
= < ho] .
> = o Vigna 18 onciil miRNA, 18 olgun miRNA
unguiculata
AVICe.n nia 2 onciil miRNA, 3 olgun miRNA
marina
Digitalis 13 6nciil MIRNA, 13 olgun miRNA
purpurea
2
2 Rehmannia
= . 32 6nciil miRNA, 37 olgun miRNA
5 glutinosa
.S.aIVIa. 1 dnciil miRNA, 1 olgun miRNA
miltiorrhiza
Salvia sclarea 18 6nciil miRNA, 18 olgun miRNA
Linac Linum . .
Lo 124 6nciil miRNA, 124 olgun miRNA
eae usitatissimum
o Gossypium | 6nciil miRNA, 1 olgun miRNA
@ arboreum
[
=
= .
= Sossyplum 1 6nciil miRNA, 1 olgun miRNA
erbaceum
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https://mirbase.org/browse/results/?organism=mes
https://mirbase.org/browse/results/?organism=mes
https://mirbase.org/browse/results/?organism=rco
https://mirbase.org/browse/results/?organism=rco
https://mirbase.org/browse/results/?organism=aau
https://mirbase.org/browse/results/?organism=aau
https://mirbase.org/browse/results/?organism=amg
https://mirbase.org/browse/results/?organism=amg
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ahy
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ahy
https://mirbase.org/browse/results/?organism=gma
https://mirbase.org/browse/results/?organism=gso
https://mirbase.org/browse/results/?organism=lja
https://mirbase.org/browse/results/?organism=mtr
https://mirbase.org/browse/results/?organism=mtr
https://mirbase.org/browse/results/?organism=pvu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=pvu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=vun
https://mirbase.org/browse/results/?organism=vun
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ama
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ama
https://mirbase.org/browse/results/?organism=dpr
https://mirbase.org/browse/results/?organism=dpr
https://mirbase.org/browse/results/?organism=rgl
https://mirbase.org/browse/results/?organism=rgl
https://mirbase.org/browse/results/?organism=smi
https://mirbase.org/browse/results/?organism=smi
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ssl
https://mirbase.org/browse/results/?organism=lus
https://mirbase.org/browse/results/?organism=lus
https://mirbase.org/browse/results/?organism=gar
https://mirbase.org/browse/results/?organism=gar
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ghb
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ghb

Tablo 4.1 miRBase’deki biitiin bitki tiirlerine ait dnciil ve olgun miRNA dizileri

(devami)

Alem | Sube | Simf Aile Ismi Tiir Ismi miRNA Sayis
Gossypium hirsutum 78 dneiil miRNA,
yp 80 olgun miRNA
Malvaceae Gossypium raimondii 296 onciil miRNA,
yp 296 olgun miRNA
Theobroma cacao 82 onciil miRNA,
82 olgun miRNA
Myrtaceae Eugenia uniflora 39 onciil miRNA,
y g 74 olgun miRNA
Paeoniaceae Paeonia lactiflora 15 nciil miRNA,
15 olgun miRNA
Ranunculaceae Aquilegia caerulea gegoncil mi.RNA’
45 olgun miRNA
A L 4 6nciil miRNA, 4

Bruguiera cylindrica olgun MiRNA

Rhizophoraceae

. . 4 6nciil miRNA, 4

Bruguiera gymnorhiza olgun MIRNA
@ g 2 118 6nciil miRNA
> . oncul mi1 R
2 £ | 8 Fragaria vesca 131 olgun miRNA

= 2 >

g c S 308 onciil miRNA
= (=n bl 1 >
S § E Rosaceae Malus domestica 322 olgun miRNA
Prunus persica 180 6nciil miRNA,
P 214 olgun MiRNA
Citrus clementina > onciil miRNA, 5

olgun miRNA
. . 4 6nciil miRNA, 4

Citrus reticulata olgun MiRNA

Rutaceae

Citrus sinensis 151 énciil miRNA,
252 olgun miRNA
. - 6 onciil miRNA, 6

Citrus trifoliata olgun MiRNA
Populus euphratica 4 Oncil miRNA, 8

P P olgun miRNA

Salicaceae

Populus trichocarpa 352 oncil miRNA,
P P 401 olgun miRNA
Solanaceae Nicotiana tabacum 162 onciil miRNA,

177 olgun miRNA
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https://mirbase.org/browse/results/?organism=ghr
https://mirbase.org/browse/results/?organism=gra
https://mirbase.org/browse/results/?organism=tcc
https://mirbase.org/browse/results/?organism=eun
https://mirbase.org/browse/results/?organism=pla
https://mirbase.org/browse/results/?organism=aqc
https://mirbase.org/browse/results/?organism=bcy
https://mirbase.org/browse/results/?organism=bgy
https://mirbase.org/browse/results/?organism=fve
https://mirbase.org/browse/results/?organism=mdm
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ppe
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ccl
https://mirbase.org/browse/results/?organism=crt
https://mirbase.org/browse/results/?organism=csi
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ctr
https://mirbase.org/browse/results/?organism=peu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ptc
https://mirbase.org/browse/results/?organism=nta

Tablo 4.1 miRBase’deki biitiin bitki tiirlerine ait dnciil ve olgun miRNA dizileri

(devami)
Alem | Sube | Simf Aile Ismi Tiir Ismi miRNA Sayis
Solanum lycopersicum 112 éncil miRNA,
o y 147 olgun miRNA
§ Solanaceae
= 224 6nciil miRNA
>ﬁ 9
g Solanum tuberosum 343 olgun miRNA
5
Ll . . 163 6nciil miRNA,
Vitaceae Vitis vinifera 186 olgun MIRNA
Aegilops tauschii 88 onciil miRNA,
griop 175 olgun miRNA
Asparagus officinalis 101 énciil miRNA,
parag 101 olgun miRNA
Brachypodium 317 onciil miRNA,
distachyon 536 olgun miRNA
Elaeis guineensis 6 onciil miRNA, 6
g olgun miRNA
Festuca arundinacea 15 ncill miRNA,
o 8 15 olgun miRNA
c >
=4 =
t?c‘; § Hordeum vulgare 69 OTigEmiRNA,
= S g 72 olgun miRNA
= [=)]
S| g€ ¢
= IS Orvaa sativa 604 6nciil miRNA,
3 y 757 olgun miRNA
>
B Monocotyledons
é Saccharum officinarum 205 6nciil miRNA,
§ 241 olgun miRNA

Saccharum sp.

16 6nciill miRNA,
16 olgun miRNA

Sorghum bicolor

19 6nciil miRNA,
20 olgun miRNA

Triticum aestivum

122 6nciil miRNA,
125 olgun miRNA

Triticum turgidum

1 6nciil miRNA, 1
olgun miRNA

Vriesea carinata

33 onciil miRNA,
65 olgun miRNA

Zea mays

174 6nciil miRNA,
325 olgun miRNA
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https://mirbase.org/browse/results/?organism=sly
https://mirbase.org/browse/results/?organism=stu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=vvi
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ata
https://mirbase.org/browse/results/?organism=aof
https://mirbase.org/browse/results/?organism=bdi
https://mirbase.org/browse/results/?organism=bdi
https://mirbase.org/browse/results/?organism=egu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=far
https://mirbase.org/browse/results/?organism=hvu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=osa
https://mirbase.org/browse/results/?organism=sof
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ssp
https://mirbase.org/browse/results/?organism=sbi
https://mirbase.org/browse/results/?organism=tae
https://mirbase.org/browse/results/?organism=ttu
https://mirbase.org/browse/results/?organism=vca
https://mirbase.org/browse/results/?organism=zma

4.2 BLAST Analizleri ve Eliminasyon Siireci

NCBI BLASTN programi analizleri sonucunda niikleotit (nr/nt) veri tabanindan
657 veri, EST veri tabanindan 200 veri ve GSS veri tabanindan 4 veri elde edildi.

Yanlis pozitif sonuglarin oniine gecebilmek i¢in yiirlitilen yanhs eslesme
eliminasyon siireci sonucunda ise niikleotit veri tabanindan 143 veri ve est veri
tabanindan 72 veri elde edildi. GSS veri tabanindan elde edilen veriler bu

eliminasyon siireci sonunda elendi.

4.3 Genom Organizasyonu

Marul mozaik viriisii’niin 10.080 b¢’nden olusan tek zincirli ve lineer RNA genomu
(sSRNA(+) linear), 9.768 baz (104-9871 nt) igeren, molekiiler agirhigi 367.7 kDa
olan ve 3255 amino asit uzunlugunda bir poliprotein (erisim no. UED15646)
kodlayan 1 adet ORF icermektedir.

LMYV genom organizasyonu, sari okla gosterilmekte olan ORF’si ve % GC igerigi
Sekil 4.1°deki gibidir.

Marul nekrotik bodurluk viriisii’niin 4.772 b¢’den olusan, tek zincirli ve lineer RNA
genomu (ssSRNA(+) linear), sirasiyla 169-1057, 167-2623, 2645-3820, 3854-4423,
3886-4404, 4487-4663 arasinda bulunan 6 tane ORF icermektedir.

LNSV genom organizasyonu, sari oklarla gosterilmekte olan ORF’leri ve %GC

icerigi Sekil 4.2°de gosterilmektedir.
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LMV

10.080 bases

R D e W

25001 soool 75001 10.0007

LMV
10.080 bases

Sekil 4.1 Marul mozaik viriisii genomik organizasyonu.

Marul nekrotik sarilik viriisii’niin 12.807 baz ¢iftinden olusan tek zincirli ve lineer

RNA genomu (ssSRNAC(-) linear) 6 tane ORF igermektedir.

ORF1 169-1548 bazlar1 arasinda olup 459 amino asitten olusan bir niikleokapsit
proteinini (erisim no. CAG34083) kodlamaktadir. ORF2 1712-2614 bazlar
arasinda olup 300 amino asitten olusan bir fosfoprotein (erisim no. YP_425088)
kodlamaktadir. ORF3 2758-3666 bazlar1 arasinda olup 302 amino asitten olusan bir
fosfoprotein (erisim no. YP_425089) kodlamaktadir.
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4772 bases
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1000! 20000 3000 40001

LNSV
4772 bases

Sekil 4.2 Marul nekrotik bodurluk viriisii genomik organizasyonu.

ORF4 3828-4361 bazlari arasinda olup 177 amino asitten olusan bir matriks
proteinini (erisim no. YP_425090) kodlamaktadir. ORF5 4445-6100 bazlari
arasinda olup 551 amino asitten olusan bir matriks proteini (erisim no. UYZ05906)
kodlamaktadir.

ORF6 6357-12563 bazlar1 arasinda olup 2068 amino asitten olusan bir matriks
proteini (erisim no. YP_425092) kodlamaktadir. LNYV genom organizasyonu, sar1
oklarla gosterilmekte olan ORF’leri ve % GC igerigi Sekil 4.3’deki gibidir.
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LNYV

12.807 bases
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12.807 bases

Sekil 4.3 Marul nekrotik sarilik viriisii genomik organizasyonu.

4.4 pre-miRNA ikincil Yapilarinin Belirlenmesi

Olgun miRNA ve miRNA* arasinda Watson-Crick veya G/U baz eslesmesi dahil
en az 12 baz ¢iftine sahip yeni tanimlanan pre-Isa-miRNA'larm ikincil stem-loop
hairpin yapilari, RNAfold web sunucusu kullanilarak belirlendi. 59 miRNA’nin
ikincil yapilar1 Sekil 4.4 — Sekil 4.62 araliginda gosterildigi gibidir. Olgun

miRNA’lar kirmiz1 ¢izgilerle sekil tizerinde belirtilmistir.
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Sekil 4.4 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR2590 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.5 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR7484a dizisinin ikincil
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Sekil 4.6 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR10212 dizisinin ikincil
yapisl.
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Sekil 4.7 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR6274 dizisinin ikincil
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Sekil 4.8 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR6463 dizisinin ikincil
yapist.
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Sekil 4.9 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan 1sa-miR8011a dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.10 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR172a dizisinin ikincil
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Sekil 4.11 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR172b dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.14 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR7777 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.18 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR1107a dizisinin
ikincil yapisi.
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Sekil 4.19 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR1107b dizisinin
ikincil yapisi.
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Sekil 4.20 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR6167 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.22 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR166b dizisinin ikincil
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Sekil 4.23 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR8647 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.24 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR11000 dizisinin
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yapisl.
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Sekil 4.29 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR172d dizisinin ikincil
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Sekil 4.37 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR399b dizisinin ikincil
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Sekil 4.39 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR156¢ dizisinin ikincil
yapisl.
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Sekil 4.40 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR837a dizisinin ikincil
yapist.
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Sekil 4.41 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan lsa-miR9567 dizisinin ikincil
yapist.

38



vhhy
o8 v
A
Ua i
Qe Ru, o~ Isa-miR4393 © §
B Au ¢ 4 - A U c
. v
u @ 30500 ‘ i -
u ¢ A3 ¢ ucu'“ R e
g ¢ v P un c6
0K v ¢ ¢ v (X
3 e u i ¢ gt o
) y ’
u c-eae “3 ¥ ¢ o o A 10 g "
GU L
. : 6 Cuuycuytl Succuyuul 66 a6C ¢
’ 180 GAAAGA“C UAGghhAAnR 123066006 P
A uA (:A A 160 o v 140 uc A c u
b X A B 150 & vu'€ B9
1 cc i A C-g.0-¥
A A
u“ A AguA
v 170
l.lc c
c g 10

Sekil 4.42 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR4393 dizisinin ikincil
yapisl.
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Sekil 4.43 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR166¢ dizisinin ikincil
yapist.
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Sekil 4.44 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR166d dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.45 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR7531 dizisinin ikincil
yapist.

90 @ N-Aa
UoaA
A € 2 2 e ® AN By A AR mw 9 120 €,
c - LT U-c c-A-U-G AUV UGECAg P gUEUUCUg . .
c 60 & X v L J P U AAAUGY A-N-0-R-R-G-A
by 5 ALGG G U AC u Uy A G A B
A A 6 19 €30 (= c 10 u
A bl A
cu 40 Boql 4 &
! 20 u u
Isa-miR7486 & o
Vg ¢ 8130
140 6
8
<
2 ®
Ca

Sekil 4.46 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR7486 dizisinin ikincil
yapisl.
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Sekil 4.47 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR482 dizisinin ikincil
yapisl.
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Sekil 4.48 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR169b dizisinin ikincil
yapisl.
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Sekil 4.49 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR8011b dizisinin
ikincil yapisi.
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Sekil 4.50 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR8028 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.51 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR3630 dizisinin ikincil
yapisl.

u-A
c 6
v-
ALy A20
G-
-
A A
Ai10 A
6 A
G-c
c A G-c
A o AU.x 130 8-
I %0 c 9 A
LU 100
Q. 98 a-0-0-9-0 o 09 9V Pe 0 A6 AU GC 140
"c i -A;,Al-lkue' 'AG“‘s“A UU U ACGEG M
2 . v
¥ B0 504 u 40 6 150 u
70 u A @ A & - r
c H U ¢ Y &
A U.¢-€
G u.
Auoa 6
6. 160
U,
A @
a C
e Isa-miR530
B
20,8 g U
v U-AU-E-Ag
cC_AU-A-G-U.p v
2 A
b A
5 A
10 A
Au-a

Sekil 4.52 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR530 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.53 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR437 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.54 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR11509 dizisinin
ikincil yapisi.
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Sekil 4.55 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR823 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.56 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR3446 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.57 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan lsa-miR837b dizisinin ikincil
yapist.
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Sekil 4.58 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR837c¢ dizisinin ikincil
yapisl.
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Sekil 4.59 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR6167a dizisinin
ikincil yapisi.
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Sekil 4.60 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR6167b dizisinin
ikincil yapisi.
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Sekil 4.61 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR535 dizisinin ikincil
yapisi.
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Sekil 4.62 Lactuca sativa bitkisinde yeni tanimlanan Isa-miR172f dizisinin ikincil
yapisl.

Yeni tanimlanan miRNA'larin MFEI, AMFE ve %GC degerleri, viriislerin her biri
icin RNAfold programindaki Minimum Serbest Enerji algoritmasindan elde edilen
verilere gore hesaplanmistir. Bilgiler LMV i¢in Tablo 4.2, LNSV i¢in Tablo 4.3 ve
LNYYV i¢in Tablo 4.4’de gosterildigi gibidir. Referans miRNA dizileri ile yapilan
karsilagtirma sonucunda yeni tanimlanan miRNA dizilerindeki yanlis eslesmeler
kirmizi renk ile gosterilmistir. LMV’yi hedefleyen 12 miRNA, LNSV’yi
hedefleyen 25 miRNA, LNYV’yi hedefleyen 40 adet miRNA belirlendi.
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Tablo 4.2 LMV’yi hedefleyen yeni tanimlanan miRNA dizileri

Yeni Referans miRNA Dizi Pre- %GC AMFE MFEI MFE
Tanimmlanan mMiRNA
miRNA’lar nt sayisi
Isa-miR7484a gra-miR7484n MIMAT0034258 GTAGTTTGCTCTTTGATGTATGTA 175 37,50 109,17 2,91 26,2
Isa-miR10212 eun-miR10212-3p MIMAT0041101 TGACGATATCAATCATTTTTCGAA 213 29,17 120,00 4,11 28,8
Isa-miR6274 ppe-miR6274a MIMAT0027301 TATTTTGCTATCTTCAGGTTGTG 140 34,78 102,17 2,94 23,5
Isa-miR6463 ptc-miR6463 MIMAT0025189 GGGATGATCTTGTTGGCAACA 177 47,62 136,66 2,87 28,7
Isa-miR8011a stu-miR8011b-3p MIMATO0030950 TGGCTTCTTTTTGTCTATATAA 108 27,27 95,00 3,48 20,9
Isa-miR172a ata-miR172 MIMAT0018221 TTGAGAATCTTGATGATGCTGCA 163 39,13 129,13 3,30 29,7
Isa-miR172b cme-miR172f MIMAT0026099 TGAATCTTGATGATGTTAGTT 140 28,57 164,29 5,75 34,5
Isa-miR5564 sbi-miR5564c-5p MIMAT0026390 CCTGCAGCTGTTCGACTTGGC 140 61,90 135,71 2,19 28,5
Isa-miR1520 gma-miR1520h MIMAT0018255 GTTGTACTATCAGAACGTGACATG 140 41,67 101,67 2,44 24,4
Isa-miR7777 bdi-miR7777-3p.1 MIMAT0030309 CTCTTCTGTTGGGTGGGGTCT 140 57,14 141,43 2,48 29,7
Isa-miR1440 0sa-miR1440a MIMAT0005990 CAGAGAGTGGTATTTGCTTA 140 40,00 140,00 3,50 28
Isa-miR399a zma-miR399g-3p MIMAT0014022 CCGGGCAAATCTCCTTTTGGC 168 57,14 129,05 2,26 27,1
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Tablo 4.3 LNSV’yi hedefleyen yeni tanimlanan miRNA dizileri

Yeni Referans miRNA Dizi Pre- %GC AMFE MFEI MFE
Tanimmlanan mMiRNA
miRNA’lar nt sayisi
Isa-miR1315 pta-miR1315 MIMAT0009132 TAACTACCTGTCAGGTTCCCA 140 47,62 122,38 2,57 25,7
Isa-miR1107a smo-miR1107 MIMATO0005264 ATTTCTGGTTCCAATTCAGTT 140 33,33 138,57 4,16 29,1
Isa-miR1107b smo-miR1107 MIMATO0005264 TCCTGAATTGGAACCAAATGG 119 42,86 119,05 2,78 25
Isa-miR6167 hbr-miR6167 MIMAT0024785 TCAAAGCTTCCACCTGATAC 114 45,00 107,50 2,39 21,5
Isa-miR166a crt-miR166b MIMAT0014085 TCGGACCAGGCTTCATTCCTCT 102 54,55 140,91 2,58 31
Isa-miR166b crt-miR166b MIMAT0014085 AGGGAATTGGGCATTGTCCTG 150 52,38 153,33 2,93 32,2
Isa-miR8647 gra-miR8647 MIMAT0034005 AACATTTTGCTCTTTGATCTA 140 28,57 111,43 3,90 23,4
Isa-miR7484a gra-miR7484n MIMAT0034258 GTAGTTTGCTCTTTGATGTATGTA 175 33,33 109,17 3,28 26,2
Isa-miR11000 mdm-miR11000 MIMAT0043598 TTGGTTGAAAGAAATCCGGAGT 113 40,91 93,23 2,28 20,51
Isa-miR6274 ppe-miR6274a MIMAT0027301 CATTGCCCGAAGATAGTGAGAAT 140 43,48 128,70 2,96 29,6
Isa-miR478 ptc-miR478e MIMAT0002080 ATTGTAGTCTTCTATTTTTATGGA 169 25,00 90,42 3,62 21,7
Isa-miR8011a stu-miR8011b-3p MIMATO0030950 TGGCTTCTTTTTGTCTATATAA 108 27,27 95,00 3,48 20,9
Isa-miR172c aly-miR172e-3p MIMAT0017530 GAATCTTGATGATGCTGCAG 168 45,00 245,00 5,44 49
Isa-miR172a ata-miR172 MIMAT0018221 TTGAGAATCTTGATGATGCTGCA 163 39,13 129,13 3,30 29,7
Isa-miR172e wi-miR172a MIMAT0005699 GGCTTCTTGATGATGCTACTG 114 47,62 91,90 1,93 19,3
Isa-miR5564 shi-miR5564c-5p MIMAT0026390 AATTCGTCGAACAGTTGCAGT 140 42,86 100,95 2,36 21,2
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Tablo 4.3 LNSV’yi hedefleyen yeni tanimlanan miRNA dizileri (devami)

Yeni Referans Dizi Pre- %GC AMFE MFEI MFE
Tammlanan miRNA miRNA nt
miRNA’lar sayisi

Isa-miR399a zma-miR399g-3p CCGGGCAAATCTCCTTTTGGC 168 57,14 129,05 2,26 27,1
MIMAT0014022

Isa-miR156a zma-miR156j-3p ATCTCTCTGCTCTCACTGAATCA 173 43,48 183,04 4,21 42,1
MIMATO0015175

Isa-miR156b cca-miR156b CCACAGAAGAGAGTGATAGCA 120 47,62 116,67 2,45 24,5
MIMAT0024511

Isa-miR169 cpa-miR169 CAGCCAAGGATGACTTGCCG 140 60,00 163,50 2,73 32,7
MIMAT0031805

Isa-miR6155 nta-miR6155 GGCAAGAGCAAGGCAACTTTT 140 47,62 160,48 3,37 33,7
MIMAT0024757

Isa-miR172f wi-miR172a CTGTAGCATCATCAAGGAAGG 124 47,62 129,05 2,71 27,1
MIMATO0005699

Isa-miR7777 bdi-miR7777-3p.1 CTCTTCTGTTGGGTGGGGTCT 140 57,14 141,43 2,48 29,7
MIMATO0030309

Isa-miR6189 hvu-miR6189 AGGTGATGCTGTGTTGATGT 150 45,00 132,00 2,93 26,4
MIMAT0024814

Isa-miR399b zma-miR399g-3p TGCCAAAGGAGATTTGCCCGA 120 52,38 121,90 2,33 25,6

MIMATO0014022
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Tablo 4.4 LNYV’yi hedefleyen yeni tanimlanan miRNA dizileri

Yeni Referans miRNA Dizi Pre- %GC AMFE MFEI MFE
Tammlanan mMiRNA
miRNA’lar nt sayisi
Isa-miR828 atr-miR828 MIMAT0033948 GTGCTTGCTGAAATGATGACGG 140 50,00 111,82 2,24 24,6
Isa-miR156¢ cca-miR156b MIMAT0024511 TGACAGAAGAGAGTGAGCACA 136 47,62 238,10 5,00 50
Isa-miR837a ath-miR837-5p MIMAT0004258 TGGTTGTTCTTGTTCGTTTCA 122 38,10 116,19 3,05 24,4
Isa-miR9567 bra-miR9567-3p MIMAT0035694 AAACTATATGTGTTGAATGAC 144 28,57 101,90 3,57 21,4
Isa-miR4393 gma-miR4393a MIMAT0018308 TGCTTTTCTTCCGTCCTTTTTTGC 210 41,67 100,00 2,40 24
Isa-miR166¢ lja-miR166-3p MIMAT0043967 ATTTCGGACCAGGCTTCATTCCCC 140 54,17 203,75 3,76 48,9
Isa-miR166d bdi-miR166f MIMAT0020658 GGAATGAAGCCTGGTCCGGAT 140 57,14 261,43 4,58 54,9
Isa-miR7531 lja-miR7531 MIMAT0029354 TTTGTTTTCTTTCATTCTTGT 140 23,81 120,00 5,04 25,2
Isa-miR7486 gra-miR7486i MIMAT0034142 CTGAGCATGGAAGGAAATCGCTT 140 47,83 103,91 2,17 23,9
Isa-miR482 aqc-miR482c MIMAT0012591 GGTATGGGAGGAGTCCGATGGT 140 59,09 181,36 3,07 39,9
Isa-miR169b cme-miR169t MIMAT0026187 GCCGGCAAATCATTCTTGGCTTT 140 47,83 143,91 3,01 33,1
Isa-miR8011b stu-miR8011b-3p MIMATO0030950 TGGCTTCTTTTTGTCT 198 37,50 186,88 4,98 29,9
Isa-miR8028 stu-miR8028-5p MIMAT0031206 TGATTCACAATTGTAGCATTCA 140 31,82 145,00 4,56 31,9
Isa-miR3630 han-miR3630-3p MIMAT0025526 TGTGGGAATCTCTCTGATGCTT 85 45,45 99,55 2,19 21,9
Isa-miR530 csi-miR530a-5p MIMAT0018482 TGCATTTGCACCTGCACCTTT 167 47,62 122,86 2,58 25,8
Isa-miR437 ssp-miR437¢ MIMAT0020282 AAGTCAGACTTCTCTTTTGAA 150 33,33 166,19 4,99 34,9
Isa-miR11509 pab-miR11509 MIMAT0045071 TTCATAGCATTGTGGATGATA 150 33,33 182,38 5,47 38,3
Isa-miR823 aly-miR823-5p MIMAT0017601 CTTGTATGATCACTCAAAAC 134 35,00 96,50 2,76 19,3
Isa-miR3446 aly-miR3446-3p MIMATO0017728 GATTCGGAAGCTAAAGCTTTGGAA 115 41,67 100,83 2,42 24,2
Isa-miR837hb ath-miR837-5p MIMAT0004258 TCCGACGAACAAGAAACTGCC 140 52,38 136,67 2,61 28,7
Isa-miR837¢c ath-miR837-5p MIMAT0004258 ATCAGTTTCTTGTTCTTGCAA 166 33,33 153,81 4,61 32,3
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Tablo 4.4 LNYV’yi hedefleyen yeni tanimlanan miRNA dizileri (devami)

Yeni Referans miRNA Dizi Pre- %GC AMFE MFEI MFE
Tammlanan mMiRNA
miRNA’lar nt sayisi
Isa-miR6167a hbr-miR6167 MIMAT0024785 TCAAAGCTTCCACCTAACTA 210 40,00 214,00 5,35 42,8
Isa-miR6167b hbr-miR6167 MIMAT0024785 GAAGCTGGTGGAAGCTTTGA 140 50,00 164,00 3,28 32,8
Isa-miR535 mes-miR535¢ MIMAT0045980 CTTGCGACGAGAGAGAGCAGC 131 61,90 100,00 1,62 21
Isa-miR172f wi-miR172a MIMAT0005699 CCTTCCTTGATGATGCTACAG 140 47,62 161,90 3,40 34
Isa-miR166a crt-miR166b MIMAT0014085 TCGGACCAGGCTTCATTCCTCT 102 54,55 140,91 2,58 31
Isa-miR166b crt-miR166b MIMAT0014085 AGGGAATTGGGCATTGTCCTG 150 52,38 153,33 2,93 32,2
Isa-miR7484a gra-miR7484n MIMAT0034258 GTAGTTTGCTCTTTGATGTATGTA 175 33,33 109,17 3,28 26,2
Isa-miR478 ptc-miR478e MIMAT0002080 ATTGTAGTCTTCTATTTTTATGGA 169 25,00 90,42 3,62 21,7
Isa-miR8011a stu-miR8011b-3p MIMATO0030950 TGGCTTCTTTTTGTCTATATAA 108 27,27 95,00 3,48 20,9
Isa-miR172a ata-miR172 MIMAT0018221 TTGAGAATCTTGATGATGCTGCA 163 39,13 129,13 3,3 29,7
Isa-miR172d vi-miR172a MIMAT0005699 GGCTTCTTGATGATGCTACTG 150 47,62 121,43 2,55 25,5
Isa-miR156a zma-miR156j-3p MIMAT0015175 ATCTCTCTGCTCTCACTGAATCA 173 43,48 183,04 421 421
Isa-miR156b cca-miR156b MIMAT0024511 CCACAGAAGAGAGTGATAGCA 120 47,62 116,67 2,45 245
Isa-miR169 cpa-miR169 MIMAT0031805 CAGCCAAGGATGACTTGCCG 140 60,00 163,50 2,73 32,7
Isa-miR6155 nta-miR6155 MIMAT0024757 GGCAAGAGCAAGGCAACTTTT 140 47,62 160,48 3,37 33,7
Isa-miR2590 mtr-miR2590g MIMAT0021309 AGGTTTTAGATTTCAGTCTGAGTC 175 37,5 103,33 2,76 24,8
Isa-miR10212 eun-miR10212-3p MIMAT0041101 TGACGATATCAATCATTTTTCGAA 213 29,17 120 411 28,8
Isa-miR6463 ptc-miR6463 MIMAT0025189 GGGATGATCTTGTTGGCAACA 110 47,62 117,14 2,46 24.6
Isa-miR172b cme-miR172f MIMAT0026099 TGAATCTTGATGATGTTAGTT 140 28,57 164,29 5,75 34,5




4.5 miRNA Hedef Tahmini

Marul genomunda; LMV, LNSV ve LNYV genomlarint miRNA'lar1 belirlemek
icin RNAhibrid analizi yapildi. Sonuglar materyal ve metodda belirtilen
RNAhybrid kurallar1 kullanilarak degerlendirildi. Toplamda 59 yeni Lactuca sativa
miRNA'sinin viriislerin genomlarini hedef aldig: tespit edildi. Isa-miR7484a, Isa-
miR10212, Isa-miR6274, Isa-miR6463, Isa-miR8011la, Isa-miR172a, Isa-
miR172b, Isa-miR5564, Isa-miR1520, Isa-miR7777, Isa-miR1440 ve Isa-miR399%a
dahil olmak tizere LMV genomundaki ORF'yi hedef alan 12 yeni marul miRNA's1
belirlendi. Bu miRNA’lar RNAhybrid sonuglart ile birlikte Tablo 4.5’de
gosterilmektedir. 1sa-miR1315, Isa-miR1107a, Isa-miR1107b, Isa-miR6167, Isa-
miR166a, Isa-miR166b, Isa-miR8647, Isa-miR7484a, Isa-miR11000, Isa-miR6274,
Isa-miR478, Isa-miR8011a, lsa-miR172a, Isa-miR172c, Isa-miR172e, Isa-
miR5564, Isa-miR399a, Isa-miR156a, Isa-miR156b, Isa-miR169, Isa-miR6155, Isa-
miR172f, Isa-miR7777, Isa-miR6189 ve Isa-miR399b dahil olmak {izere LNSV’yi
hedef alan 25 yeni marul miRNA's1 belirlendi. Bu miRNA’lar RNAhybrid sonuglari
ile birlikte Tablo 4.6’da gosterilmektedir. Isa-miR828, Isa-miR156c, Isa-miR837a,
Isa-miR9567, Isa-miR4393, Isa-miR166¢c, Isa-miR166d, Isa-miR7531, Isa-
miR7486, Isa-miR482, Isa-miR169b, Isa-miR8011b, Isa-miR8028, Isa-miR3630,
Isa-miR530, Isa-miR437, Isa-miR11509, Isa-miR823, Isa-miR3446, Isa-miR837b,
Isa-miR837c, Isa-miR6167a, Isa-miR6167b, Isa-miR535, Isa-miR172f, Isa-
miR166a, Isa-miR166b, Isa-miR7484a, Isa-miR478, Isa-miR8011a, Isa-miR172a,
Isa-miR172d, Isa-miR156a, Isa-miR156b, Isa-miR169, Isa-miR6155, Isa-miR2590,
Isa-miR10212, Isa-miR6463 ve Isa-miR172b dahil olmak iizere LNYV’yi hedef
alan 40 yeni marul miRNA's1 belirlendi. Bu miRNA’lar RNAhybrid sonuglart ile
birlikte Tablo 4.7°da gosterilmektedir.
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Tablo 4.5 LMV’yi hedefleyen miRNA dizileri ve RNAhybrid sonuglari

miRNA RNAhybrid Sonucu MFE Pozisy
(kcal/ on
mol)
|sa- target 5' A CC G A U 3 24,5 599
miR7484a AC A GUUGGAGGGCAGA CUAC
UG U UAGUUUCUCGUUU GAUG
miRNA 3' A UA G 5"
Isa- target 5' A U CAA AUUUGA U 3" 22,8 2045
miR10212 UCGAAAG UGG UUGGUA UucaGucC
AGCUUUU ACU AACUAU AGCAG
miRNA 3' A U U 5"’
|sa- target 5' U G CGC GC c 3" 25,1 3299
miR6274 GC AGCCU G GAUGGCGGGAUA
UG UUGGA C CUAUCGUUUUAU
miRNA 3' G uu 5"
|sa- target 5' G UCA G A 3 27,5 753
miR6463 GUUGUUGACAAGAUC AUC C
CAACGGUUGUUCUAG UAG G
miRNA 3' A G 5
Isa- target 5' A UUACC G A 3' 24,0 2283
miR8011a UAUGUGGAU AAAGGAAGC G
AUAUAUCUG UuuucuucG U
miRNA 3' A U G 5!
Isa- target 5' C AGA CGGAA U 3°' 27,3 8562
miR172a UGCGGCAUCA  AAGA UUUUCA
ACGUCGUAGU UuCU AAGAGU
miRNA 3! AG U 5'
Isa- target 5' G G A CARA c 3" 21,4 1817
miR172b GACUGA A CAUC AAGGUUCA
UUGAUU U GUAG UUCUAAGU
miRNA 3! G A 5
Isa- target 5' A GACGUUCCA C A 3" 27,6 5458
miR5564 UCAAG GAACA CUGCAGG
GGUUC CUUGU GACGUCC
miRNA 3' C AG C 5'
Isa- target 5' U CCCUGG CACUC A 3" 28,7 2889
miR1520 GUGUC UGUUCUGAUGG UACAAC
UACAG GCAAGACUAUC AUGUUG
miRNA 3' G V) 5
Isa- target 5' C AAUGAUGCGCAGCCU A 3" 32,3 2829
miR7777 AGACCCCG CUUAACAGAGGA
UCUGGGGU GGGUUGUCUUCU
miRNA 3! c 5"
|sa- target 5' G UAU G 3" 27,9 163
miR1440 AAGC AUACCAUUCUUUG
UuCcG UAUGGUGAGAGAC
miRNA 3' A uu 5"
Isa- target 5' A UCA GAAGA CGUU A 3' 26,4 6948
miR399a CCGA AAGGAGA UUUGCCU GG
GGUU Uuccucu AAACGGG CC
miRNA 3' C 5"
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Tablo 4.6 LNSV’yi hedefleyen miRNA dizileri ve RNAhybrid sonuglari

miRNA Hedef RNAhybrid Sonucu MFE Pozis
(kcal/  yon
mol)
Isa- ORF1 target 5' A AAUAGAGUGUGAU CAUGACAAAGUUU A 3 26.1 135
. GGGAA UCUGACAG GUGGUUG '
miR1315 ORF2 cccuy GGACUGUC CAUCAAU
miRNA 3' A 5'
Isa- ORFZ target 5' G CCU cuc G G 3' 21.4 2324
. GGCUG  UUGGA  AC GGGGAU
miR1107 UUGAC  AACCU UG UCUUUA
a miRNA 3" uU G 51
Isa- ORF4 target 5' C CC GGAAAGCUGGGGU A 3" 197
. CC UUGGUUUCAA UUCGGGA
miR1107 GG AACCAAGGUU AAGUCCU 25
b ORF5 miRNA 3" uA 50 165
Isa- ORF2 target 5' C ce c 3 26 1611
. UGUU GUGGAGGCUUUG
miR6167 AUAG CACCUUCGAAAC
miRNA 3' C ucC U 5°'
_ target 5' U GUCGGCGGCACU GG UCUUCGGAAUCCC G A 3
Isa ORF1 25.9 839
. AGAGGA GUG GU UUGGU UGA '
miR166a ORF2 UCUCCU UAC CG GACCA GCU
miRNA 3’ uU G 51
Isa- ORF2 target 5' A CAC GUAU A 3 28.7 1923
. CAGGGCA  UGCCUGA UUCCUU
miR166b GUCCUGU ~ ACGGGUU AAGGGA
miRNA 3’ U 51
Isa- ORF1 target 5' A CGCAAGUGGC GUGG A 3' 20.7 664
. AGAUUG AAGAGCAAAG GUU )
miR8647 UCUAGU UUCUCGUUUU CAA
miRNA 3' A A 5
target 5' A UAUUU G G 3"
ORF2 23.6 2389
UGGAUC GGAGAG AGGGUGUU
AUCUAG UUUCUC UUUUACAA
miRNA 3! G 50
Isa- ORF4 target 5' A A AG UAAACCAU A A 3" 204 12
. UACG ACA UCAA GGA CGAGCUAU '
miR7484 AUGU UGU AGUU UCU GUUUGAUG
a miRNA 3" A c 5°
Isa- ORF4 target 5' A A C CGGUA A 3" 326
. GC UCU GAUUUUU UCAACCAG
miR1100 UG AGG CUAAAGA AGUUGGUU 215
0 ORF5  pirna 3 c A 5 294
Isa- ORF2 target 5' G GG U AGA G 3' 25.4 1527
. GUU CGCUA UUUUCGGG  AAUG
miR6274 UAA GUGAU AGAAGCCC  UUAC
miRNA 3" GA G 5!
Isa- ORF2 target 5' C CAUAGGCCUCGAUG G 3' 24.7 1570
. CUGUAGC CGUCAAGGUUU
miR172c GACGUCG GUAGUUCUAAG
miRNA 3" UA 5°'
Isa- ORF3 target 5' C CUGA UCA U G 3' 222 652
. CcCA UAGGA  AGAGG ACUGCGAU
miR478 GGU AUUUU  UCUUC UGAUGUUA
miRNA 3' A UA 5°'
Isa- ORF1 target 5' G cC GUA G 3' 21.7 823
. UGUAU GGAUGGA  GAGGAGUCG
miR8011 ORF2 AUAUA UCUGUUU  UUCUUCGGU
a miRNA 3' A 5'
- target 5' C C G C U 3
Isa ORF1 9 26.3 315
. GCAGU UCA UCAAGG UUUCGG
miR172a ORF2 CGUCG AGU AGUUCU AGAGUU
miRNA 3' A U A 5"
Isa- ORF?2 target 5' A UGGAAG G U C 3 23 2037
. GGUGGU AU GUCAGGAA GUC
miR172e UCAUCG UA UAGUUCUU CGG
miRNA 3' G G 5!
Isa- ORF3 target 5' A CC GG AGUAA A 3' 20.9 621
. CC CCU GGUGA UGUUGCG
miR172f GG GGA CUACU ACGAUGU
miRNA 3" AA A c 5’
Isa- ORF2 target 5' A AUGAA GA U U 3 21.5 1460
. ACUG AGCUGUU UGGCG AUU
miR5564 UGAC UUGACAA GCUGC UAA
miRNA 3' G U 5°'
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Tablo 4.6 LNSV’yi hedefleyen miRNA dizileri ve RNAhybrid sonuglari(devami)

mMiRNA Hedef RNAhybrid Sonucu MFE  Pozis
(kcal/  yon
mol)
|5a_miR399a ORFl target 5' G UA CUUUGUAGGAGAUU GA A 3' 28 5 26
GCC AGAAGGAGAU UUGC CCGG '
()RI:2 CGG UUUUCCUCUA AACG GGCC
miRNA 3' 5'
Isa-miR156a ORF1 target 5' G UGAR cG G 3 28.5 216
ORF2 UGGUUUA GAGA GCAGAGGGGU
ACUAAGU CUCU CGUCUCUCUA
miRNA 3" ca 5
Isa-miR156b ORF3 target 5' G A GGU GChA U 3¢ 251 177
GCUA UGCUCUC  UCUG UGG
CGAU GUGAGAG  AGAC ACC
miRNA 3' A A A 5
Isa-miR169 ORF1 target 5' A G U AUUAC A 3! 245 784
GG A GUCAU CUUUGGCU
CC U CAGUA GGAACCGA
miRNA 3' G G U c 5’
Isa-miR6155 ORF2 E?rget 5T A GG GGAGRGAGUUU G G 23 1083
AARAAG GUCUUGU UCU UGUC
UUUUC  CGGAACG AGA ACGG
miRNA 3" AR
5'
Isa-miR7777 ORF4 Earget SR G e US v 3 23.6 284
AGA UCC AUCU GACGGGAGA
UCU GGG UGGG  UUGUCUUCU
ORF5  nirna 3° G c 5 252
ORF1 target 5' G GG G U CUUG A 3" 228 408
GC CAG AC AGCA CACCU
UG GUU UG UCGU GUGGA
miRNA 3" UA G A 5!
ORF3 target 5' A A GGU G 3' 293 19
ACA CAACACAGCAUU  ACC
UGU GUUGUGUCGUAG UGG
. miRNA 3" A A 5!
Isa-miR6189 ORF4 target 5' A UC UuuU A A3 228 326
GCA  UCGAU CGGUAUC ACC
UGU AGUUG GUCGUAG UGG
miRNA 3" U A5
ORF5 target 5' A uc uuuu A A 3 228 294
GCA  UCGAU CGGUAUC ACC
UGU AGUUG GUCGUAG UGG
miRNA 3" U A5
Isa-miR399h ORF1 target 5' A A A CAC G 3 25.4 581
ORE2 UGG G GGAUCUCCU  UGGUA
GCC C UUUAGAGGA  ACCGU
miRNA 3' A G A 5
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Tablo 4.7 LNYV’yi hedefleyen miRNA dizileri ve RNAhybrid sonuglari

miRNA Hedef RNAhybrid Sonucu MFE  Pozisy
(kcal/ on
mol)
ORF3 target 5' G GG AGCUG uuu A3 22.9 501
CCG  UGUCG UUUAGCA  GCAU
Isa- GGC  GUAGU AAGUCGU  CGUG
miR828 miRNA 3' A A U 51
ORF5 target 5' G G A A C c 3
UGU GUUGU UUCAG CA AGCAC
GCA UAGUA AAGUC GU UCGUG 22.8 199
miRNA 3' G G 5!
ORF1 target 5' A BAAG GUAUACGUUGCUGCG G 3" 27.6 1157
GUGC  ACUCUC UCUGUCA )
CACG  UGAGAG AGACAGU
miRNA 3' A AG A 5!
target 5' A AGG AGGAGA U 3
Isa- ORF6 UGUGUUCG  CUCU UUUGUU 23 1757
. ACACGAGU  GAGA AGACAG
miR156¢c miRNA 3’ GA U5
ORF2 target 5' U A cA GGAUUGG G 3'
GG UGCUU UCUCU UUUGUU
CC ACGAG AGAGA AGACAG 21.4 284
miRNA 3" UG U5
ORF1 target 5' C GAA G GA G 3' 25.1 506

UGAGACGGAU GAGAA A GCCA
ACUUUGCUUG UUCUU U UGGU

miRNA 3" G 51
target 5' U A G UCUCUCAUCUUAG c 3
Isa- ORF4 UG AGAUGGG AGGAGC AACCA 20 301
. AC UUUGCUU UUCUUG UUGGU
miR837a miRNA  3' @ 50
ORF5 target 5' G c AAGA C 3'
GAGAUG AGCAGGAACA acc
CUUUGC UUGUUCUUGU UGG 25.6 158
miRNA 3' A U s
Isa- ORF6 target 5' C 66 CU G 3 22.2 5984
. GUCA UC CAUAUAUGGUU ’
miR9567 CAGU AG GUGUAUAUCAA
miRNA 3" A UU A5
ORF3 target 5' G GG CUAU A U 3' 20 65
AACU UA UUAUCAAGGU CA
UUGA  GU AGUAGUUCUA GU
miRNA  3' uU A 50
target 5' C UG CAACCUCGGUCU U 3
ORF2 UAUAGCAU CAUCA GGAUGC 25.4 257
AUAUCGUA  GUAGU UCUACG
miRNA 3' A U5
Isa-
miR172b ORF4 target 5' A ARUCGGUUACU uucy U 3'
GUUUUCA UCAUU GAGAUUC
CGAAAGU AGUAG UUCUAAG 21 135
miRNA 3' A U s
ORF6
target 5' G CGU CG A 3"
AGAUAUUA  UUAUC GAGAUUCA
UCUAUAGU  AGUAG UUCUAAGU 23.6 4407
miRNA  3' 51 )
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Tablo 4.7 LNYV’yi hedefleyen miRNA dizileri ve RNAhybrid sonuglari (devamni)

miRNA Hedef RNAhybrid Sonucu MFE Pozisy
(kcal/ on
mol)
Isa— ORF5 target 5' U GGCU U UG AAUUAUG c 3' 25.6 1554
. GCAGG AAGG G GGA AGAAAAGC
miR4393 CGUUU UuuC C  CCU UCUUUUCG
miRNA 3" UG U 5°'
Isa- ORF1 target 5' U CAUC G ACUG  UGACA c 3" 28.2 578
. GGGGA GAA GCC UGG UCCGAAA
miR166¢ ccecu CUU CGG ACC AGGCUUU
miRNA 3" UA A5
Isa- ORF1 target 5' C ACA ACBAGAC G A 3 243 389
. UCCGGA  AGGU UU AUUUC
miR166d AGGCCU  UCCG AR UAAGG
miRNA 3' U GG G 5!
ORF3 target 5’ U AAACAGAUCC A 37 22 860
CAAGAAU GAGAGAAGAUAGA
GUUCUUA CUUUCUUUUGUUU
Isa miRNA 3’ U 57
miR7531  ORF6 5= R
GAGAGA  GAGAGAAGAUAU
‘ UUCUCU  CUUUCUUUUGUA 27.2 2097
miRNA 3’ UA A5/
ORF4 target 5’ U UCuu G GAA U 3’ 229 255
GAGU GUUUCC UCU  GUGUUCA
uuCcG UAAAGG AGG  UACGAGU
Isa miRNA 3’ c A c 5’
miR7486 ORF6 target 5’ U U GGAUCAUAUG GGAC A 3/
GGC GAU UUCCUUCUAU GCUCA
‘ UCG CUA AAGGAAGGUA CGAGU 26.5 1844
miRNA 3’7 U Cc 5’
Isa— ORF6 target 5/ A G AU U G A 37 28 37
. AC CAU GACUC CUUCCA ACU
miR482 UG GUA CUGAG GAGGGU UGG
miRNA 3’ GC A 57
Isa- ORE3 target 5’ U U C GCUGUUUAGCA AUAG A 3/ 231 497
. AGAGCCGGG GU GA UuUGC GGU
miR169b UUUCGGUUC UA CU ABRACG cce
miRNA 3’ U G 57
Isa- ORF1 target 5' C AGAG G 3’ 22.6 512
. GGAUGAAGAGA AGCCA
miR8011 UCUGUUUUUCU UCGGU
b miRNA 3’ 57
Isa- ORF3 target 5° A AC A G 3’ 25 611
. GAGUGCUG AUUG UGAGUUA
miR8028 CUUACGAU UAAC ACUUAGU
miRNA 3/ A GU 57
ORF]. target 5’ U 9)8) CAGC G c 3 249 779
AGUAUCA GAGAG GUUU CACG
UCGUAGU CUCUC UAAG GUGU
Isa miRNA 3/ U G 57
miR3630 ORF2 target 5’ A GAUGGCAUUG U A A 3
UUGCAUU GAGGAG AUUCC GUU 23 868
AACGUAG UUUCUC UAAGG UAA
miRNA 3’ G 57
ORF2 24.5 383
target 5’ U GUAACAUCC A UCU G A 3/
AGAGGUGC AGGU GCA  AGUG G
UUUCCACG UCCA CGU  UUAC U
|sa- miRNA 3’ G 5
miR530
target 5’ U ACC  AUUCAU C UG A A 37
ORF4 AMAGG  UGC AGG UGCA GAUG CA 20.9 438
UuUCC  ACG UCC ACGU UUAC GU
miRNA 3’ 57
Isa- ORF5 target 5' A AR G A 3! 27.4 968
. UCGGA AGGGAGGU CUGACU
miR437 AGUUU UCUCUUCA GACUGA
miRNA 3’ A A 5/
Isa- ORF5 target 5’ U CAGAC UA U 3’ 223 887
. UGUCG UCAC AAUGCUGUGGA
miR1150 AUAGU GGUG UUACGAUACUU
9 miRNA 3’ A 57
Isa- ORF6 target 5’ A AAAUGGAA A 37 229 1712
. UUUUGAG UGGUCAUAUGAG
miR823 AAAACUC ACUAGUAUGUUC
miRNA 3’ C 57
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Tablo 4.7 LNYV’yi hedefleyen miRNA dizileri ve RNAhybrid sonuglari (devamni)

miRNA Hedef RNAhybrid Sonucu MFE Pozisy
(kcal/mol) on
Isa— ORF4 target 5' C GUCUGA A G 3' 24 6 119
. UUCAGGGCU AGUUUUC AAUC '
miR3446 AGGUUUCGA UCGAAGG UUAG
miRNA 3' A AR o 5"
ORF4 target 5' G CUCCGAU GAG uc U A 3' 221 242
GGCA GU  UUCUUGUU CGUC GA
CCGU CA  AAGAACAA GCAG CU
miRNA 3" c 5"
sa- ORF6
miR837h
target 5' U C UAAAAAGACUGAC A AGAG U 3!
GGU GUUUCU UGUU CG CGGA 21.3 3268
CCG CARAGA ACAA GC GCCU
miRNA 3! U A 5t
ORF4 target 5' G U  UAUCAUCAG A A3 23.2 357
UGCAAG ACA GGAAACU GAU
ACGUUC UGU UCUUUGA CUA
Isa miRNA 3' A U 5!
miR837c target 5' U  GRAAGAG U 3
ORF6 UGCU UGGGCGAGGAACUGGU 26.3 202
AUGA ACUUGUUCUUUGACUA
miRNA 3' U 50
ORF6 target 5' G A ACA AAGGUG G 3' 231 5074
GGUUAGG GGA  AGC UUGA
UCAAUCC CCU  UCG AACU
Isa miRNA 3' A A A 53
miR6167a target 5' A C  GUACG c a3 1024
ORF1 GAG AGGU GGAGGCU UGG 25
UUC UCCA CCUUCGA ACC
miRNA 3' C A A 58
Isa- ORF2  farest = CCAGAGCUGGAGUCUCCAGUCUUG . 234 631
miR6167b GUUUCGA GG GGUC GAA
miRNA 3' A A U Grs'
Isa— ORFS target 5' G ACA AGAG A 3" 26.5 870
. GCU  CUC UUCUUGUCGCAG
mMiR535 CGA  GAG GAGAGCAGCGUU
miRNA 3’ C A c 5
ORF2 target 5' A UGUCCC AUUCUGGCUAUG A 3" 28.6 773
cuuccu UGAUGAU GCUGCAG
GAAGGA ACUACUA CGAUGUC
Isa- miRNA 3' G 5
miR172f target 5' G CG uG A U G 3"
ORF6 UGU AGCA UCAUCGAG GA AGG 25.8 4620
ACA UCGU AGUAGUUC CU UCC
miRNA 3' G 51
Isa- ORF1 target 5' U C CAAUAGGGAAGAG  AUCACGGAAA G U 3 26.4 146
. AG AGGAGUGA AGC UGGUC GA
miR166a UC UCCUUACU UcG ACCAG CU
miRNA 3 G G 5'
Isa— ORF5 target 5' G UAA U UU G 3! 24.7 1061
. CAGGAUAGU  GCC CA AUUUCU
miR166b GUCCUGUUA  CGG GU UAAGGG
miRNA 3" A 5"
ORF3 target 5' A ACC AGGAC G 3' 25.1 377
AUAUG  UAUCAAG GGGCAGACUAU
UGUAU  GUAGUUU CUCGUUUGAUG
|sa- miRNA 3' A 5!
MiR7484 target 5' G GG CAACA U 3"
84a ORF6 AU ACAUCAAAGAGCA GACUG 28.6
UG UGUAGUUUCUCGU UUGAU 4170
miRNA 3' A UA G 5’
ORF2 target 5' C AAGCUGU CCUGU uu A 3' 20.9 177
UCCA UAAGGA UGGAG GGCUGCAA
AGGU AUUUUU AUCUU CUGAUGUU
|sa- miRNA 3 A5
m|R47 target 5' G CA A C A 3"
8 ORF6 UCC GAGGA AG GAGACUGCAA 234 3520
AGG UUUUU UC UUCUGAUGUU
miRNA 3’ UA A A5’
Isa- ORF5 target 5' G uc CAGCACCA c 3 21.6 204
i UUGUAU AGACA AAAGGAGGUC
miR8011a AAUAUA UCUGU UUUUCUUCGG
miRNA 3! U s

57



Tablo 4.7 LNYV’yi hedefleyen miRNA dizileri ve RNAhybrid sonuglari (devami)

miRNA Hedef RNAhybrid Sonucu MFE Pozisy
(kcal/ on
mol)
ORF2 target 5' A GCCU AAACGGUCACUAUU GCG G 3" 26.4 548
GCAGCA GUCA GGA  UCUCAA
CGUCGU UAGU UCU  AGAGUU
miRNA 3' A AG A 50
ORF6 target 5' A G AUUUGGUA U 3
Isa- G AGUAUCAU GGGAUUUUCA 25.7 2385
1sa C UCGUAGUA UUCUAAGAGU
miR172a miRNA 3' A G G U 5
ORF4
target 5' G GUGC GG AAAGGACCUGCA A 3
UGUAGCA UCA  AGGGUU UUCAU 21.8 416
ACGUCGU AGU UUCUAA GAGUA
miRNA  3' AG 51
ORF6 target 5' G CG uG A U G 3" 25.8 4620
UGU AGCA UCAUCGAG GA AGG
ACA UCGU AGUAGUUC CU UCC
Isa- miRNA 3' G 5!
miR172d ORF1 target 5' G CCU GC G 3'
CAG  UAGUAUCAUUGAGA AGC
GUC  AUCGUAGUAGUUCU UCG 26 772
miRNA 3" G 5
Isa- ORF4 target 5' C ca ] GUUUGACA _ CUA c 3 20.6 39
. GA CAGUG GGAG CAG  GGGGA
miR156a CU GUCAC UCUC GUC  UCUCU
miRNA 3' A AA A5
Isa— ORF4 target 5' G CuU GAGAU A A 3' 22.4 147
. GUUA UCAUUUUCU UCUG GG
miR156b CGAU AGUGAGAGA AGAC CC
miRNA 3' A A 51
Isa- ORF4 target 5' & G  GAGCUCUC UUAGAACCACA U 3" 219 307
. UGG GAG UCAUC CUUGGUUG
miR169 GCcc uuc AGUAG GAACCGAC
miRNA 3" G 51
Isa- ORF4  target 5' C AR UCCGAUGAGAAAAR A 3 241 491
. AAAG GCCU UGUUCUUGC
miR6155 UUUC  CGGA ACGAGAACG
miRNA 3' U AR G 5
ISa— ORF2 target 5' A A AUUG A 3! 29.7 839
. GAUUCAGA UGAGAUC AGAACC
miR2590 CUGAGUCU ACUUUAG UUUUGG
miRNA 3" G A A5
target 5' G A U GG A 3'
ORF6 GAUU CA GCUGAGAU UUAAAGCCU
CUGA GU UGACUUUA GAUUUUGGA 25.6 2727
miRNA  3' c 51
- target 5' A GUUGGUUUCARA GAAAGCCAAUAAAAA A 3"
ISa ORFZ UCGGAGGA GAU UGAUAUUGUCA 221 429
miR10212 AGCUUUUU CUA ACUAUAGCAGU
miRNA 3' A A 5
Isa- ORF6  rarass of AGUGGCAGACAAGAGCGUAUCCCC > 26.7 1269
mMiR6463 CA CG UUGUUCU  GUAGGG
miRNA 3' A A G A 50
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Viriis-ORF'lerini hedefleyen Isa-miRNA'larin baglanma konumu ve MFE degerleri
Python 3 ile yazilan ve Google Colaboratory (https://colab.google/) araciligiyla
olusturulan dagilim grafiginde gosterilmektedir (Sekil 4.63). LNSV hedefli
miRNA'larin ve LNYV hedefli miRNA'larin ¢ogunlukla 0 ile 2000 nt arasinda
konumlandig1 sdylenebilir. LMV hedefli miRNA'lar ise hedef genom boyunca
genis bir dagilim gostermektedir. Ayrica MFE degeri -28 kcal/mol ve -20 kcal/mol

arasinda olan miRNA’larin ¢ogunlukta oldugu goriilmektedir.

Predicted Target Site (RNAhybrid)
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Target Site Position

Sekil 4.63 miRNA’larin LMV, LNSV ve LNYV hedeflerine baglanma konumu
ve MFE degerleri. X ekseni; miRNA'nin hedefe baglanma konumunu, y ekseni ise
her MFE degerlerini gostermektedir. Renkli noktalar, viriisleri temsil etmektedir.
Mor, LMV; yesil, LNSV ve pembe, LNYV.
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DNA dizisinde herhangi bir degisim olmaksiniz gen anlatiminda goriilen kalitsal
olan ya da kalitsal olmayan degisiklikler olarak tanimlanan epigenetik, son yillarda
giderek artan bir ilgi ile ¢alisilmaktadir. Bu arastirmalarda, epigenetikte rol oynayan
onemli mekanizmalar birer birer aydinlatilmaya baslanmistir ve bu
mekanizmalardan biri de kodlamayan RNA'lardir. Kisa ve uzun kodlamayan
RNA'lara ayrilan bu diziler, transkripsiyon sonrasi ve/veya translasyon sonrasi
asamalarda gen anlatiminin diizenlenmesinde rol oynar. Bu dizilerin stres toleransi
tizerindeki etkileri bitki biyoteknolojisinde de yaygin olarak arastirilmaktadir [57],
[58].

LMV; Avrupa, Amerika, Afrika, Asya, Okyanusya ve Orta Dogu dahil olmak iizere
diinya ¢apinda marul mahsullerinde en zararli viral hastaliklardan biri olan marul
mozaik hastaligina neden olan bir Potyviriistiir. Marul bitkisinin diger iki ana
patojeni olan Tombusviriis'e ait LNSV ve Cytorhabdoviris cinsine ait LNYV’de
diinya capinda marul bitkilerine zarar vermektedir. Bitki viriislerini hedef
alabilecek bazi olasi bitki miRNA'larin1 arastiran ¢esitli ¢alismalar vardir ve bu
caligmalardan bazilarinda, genetik olarak modifiye edilmis triinlerdeki miRNA
anlatiminin, RNA ve DNA viral genomlar1 i¢in bitki virlisii enfeksiyonunu
azaltmadaki etkinligi gosterilmistir [59], [60]. Dolayisiyla miRNA'larin gen
anlattmmi diizenleyen en O©nemli endojen biyomolekiillerden biri oldugu

sOylenebilir.

In siliko analizler bitkilerdeki potansiyel miRNA dizilerinin tanimlanmasinda
yaygin olarak kullanilan yontemlerdir [61]. Bu alanda yapilan g¢alismalardan
birinde Ashraf vd. [62], elma klorotik yaprak lekesi virtisii (chlorotic leaf spot virus,
ACLSPV) hakkinda in siliko bir ¢alisma ytiriitmiisler ve bunun sonucunda tespit
ettikleri bir elma miRNA'sinin (mdm-miRNA395k) ACLSPV’yi hedef alarak
replikasyonunu susturma potansiyeline sahip oldugunu belirtmislerdir. Benzer
sekilde, domates bitkisinin (Solanum lycopersicum) genomundan yerfistig
tomurcugu nekrozu ortotospoviriisiinii (groundnut bud necrosis orthotospovirus)

hedef alan miRNA'lar arastirilmistir [60]. Bu c¢alismalar gergeklestirilirken
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arastiricilar aragtirillan bitkilere ait olgun miRNA dizilerini miRBase veri
tabanindan almiglar ve var olan diziler lizerinden analizleri gerceklestirmislerdir.
Bu tez calismasinda incelenen marul bitkisinin miRBase veri tabaninda referans
alinabilcek bir dizisi yoktur. Bu nedenle, tezde ilk 6nce marul genomunda yeni
miRNA’lar (Isa-miRNA) tanimlandi ve ardindan marulda ciddi hasara neden olan

ti¢ viriisit (LMV, LNYV ve LNSV) hedefleyenler belirlendi.

Potansiyel miRNA dizilerinin ikincil stem-loop hairpin yapilarinin incelenmesi
sirasinda, marul bitkilerinde tanimlanan pre-miRNA dizilerinde miRNA ve
miRNA* arasinda en az 12 nt'nin Watson-Crick veya G/U bp eslesmesi yaptig1
gozlendi. Benzer sekilde, Peygamber bitkisi ile yapilan bir ¢alismada Artemisia
annua L. bitkisinde miRNA-miRNA* dizileri arasinda en az 12 nt eslesme oldugu
bildirilmistir [63]. Ayrica, gesitli calismalarda olgun miRNA dizilerinin 20 ile 24
nt arasinda oldugu rapor edilmektedir [64], [59], [60]. Bu tez ¢alismasinda da Isa-
miR8011b hari¢ (16 nt uzunlugunda bu dizi), tanimlanan miRNA’larin bu aralikta
oldugu goriildii.

Analiz edilen diger bir parametre ise %GC igerigidir. LMV'yi hedefleyen yeni
marul miRNA dizilerinin %GC igerigi %28,57 ile %61,90 arasinda degismekte
olup ortalama %40,41'dir. LNSV'yi hedef alan yeni marul miRNA'larinin %GC
icerigi %25,00 ile %60,00 arasinda degismekte olup ortalama %44,62'dir. LNYV'yi
hedef alan yeni marul miRNA'larinin %GC igerigi %23,81 ile %61,90 arasinda
degismekte olup ortalama %43,02'dir. Dizilerin min. ve maks. %GC degerlerinin
ve ortalamalariin daha onceki calismalarla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Bu ¢alismalardan birinde seker kamis1 (Saccharum officinarum) bitkisinde in siliko
analizler ile belirlenen miRNA dizilerinin %GC igerigi %38,09 ile %66,66 arasinda
(ortalama: %52,51) rapor edilmistir [64]. Baska bir ¢alismada ise in siliko analizler
kullanilarak manyok (Manihot esculenta) bitkisinde miRNA’lar arastirilmis ve
%GC degerleri %39,69 ve %44,23 degerleri ile ortalama olarak %41,96 olarak
bildirilmistir [59].

Calismamizda, RNAhybrid sonuglarina gére LMV'yi hedef alan yeni tanimlanan
miRNA dizilerinin MFE degerleri -19,3 kcal/mol ile -28,7 kcal/mol arasinda,
ortalama -27,5 kcal/mol olarak bulunmustur. LNSV i¢in MFE degerleri -20,4
kcal/mol ile -49,0 kcal/mol arasinda iken LNYV i¢in MFE degerleri -20 kcal/mol
ile -54,9 kcal/mol arasindadir. Benzer sekilde Ashraf vd [59] tarafindan yiiriitiilen
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calismada manyok bitkisinin (cassava, Manihot esculenta) ana patojenlerinden biri
olan ICMV-Ker (Indian cassava mosaic virus-Kerala) viriisiiniin genomunda,
potansiyel mMRNA-miRNA hedef tahmin analizleri, farkli in siliko algoritmalar
kullanilarak ytriitiilmiis olup miRanda algoritmas1 kullanilarak elde edilen
miRNA’larin MFE degerleri -22,22 kcal/mol ortalama ile -20,15 kcal/mol ile -23,95
kcal/mol arasinda degisiklik gostermekte iken RNA22 algoritmasi kullanilarak elde
edilen miRNA’larin MFE degerleri ise -17,44 kcal/mol ortalama ile -15,80 kcal/mol

ve -20,30 kcal/mol arasinda oldugu rapor edilmistir.

MFEI degerinin miRNA dizilerini diger RNA tiplerinden ayirmada énemli oldugu
ve bu degerin tRNA (0,64), rRNA (0,59) ve mRNA (0,65) degerlerinden yiiksek
olmasi gerektigi bildirilmektedir [50]. Marul bitkisinde tanimlanan miRNA
dizilerinin MFEI degerleri 1,62 ile 5,75 arasinda bulunmustur. Bu, marul bitkisinde

yeni tanimlanan miRNA'larin yiiksek dogrulukla tanimlandigin1 gostermektedir.

Bitki miRNA dizileri genellikle hedef mRNA dizilerini belirli bolgelerden keserek
etkiler ve transkripsiyonun yani sira translasyon asamasinda gen anlatiminin
diizenlenmesinde rol oynar [65]. Bu nedenle miRNA ile hedef gen arasinda
mitkemmel veya miikkemmele yakin bir eslesme olmasi énemlidir [66], [67]. Bu
calismada, virlis genomlarindaki hedef genlerin diger bir deyisle yeni tanimlanan
marul miRNA’larinin hedef pozisyonlarini belirleyebilmek adina, kapsamli

biyoinformatik araglarindan biri olan RNAhybrid analizleri yapilmastir.

Marul diinya ¢apinda en ¢ok iiretilen tigiincii yaprakli sebze olmasina ragmen marul
ve maruldaki miRNA'lar iizerine ¢ok az arastirma bulunmaktadir. 2021'de
yayinlanan bir ¢caligma, mikroRNA'larin diizenleyici aglarini ve bunlarin maruldaki
islevlerini arastirmistir. Bu calismada farkli dokulardan sRNA kiitiiphaneleri
hazirlanarak marul miRNA'lar1 arastirilmis ve kapsamli bir miRNA diizenleyici ag
olusturulmustur. Aragtirmacilar ¢alismalarinin maruldaki miRNA fonksiyonlarinin
arastirtlmasina temel olusturdugunu ve kaynak sagladigini iddia etmektedirler [68].
Farkli bir ¢alismada ise Han vd. [69], korunmus marul miRNA'lar1 ve maruldaki
hedefleri EST analizi ile arastirmistir. Bunun i¢in miRBase veri tabanindan 13 bitki
tirline ait olgun miRNA dizileri alinmigtir. Pre-miRNA'larin ikincil stem-loop
yapilarini tahmin etmek i¢in, bizim kullandigimiz algoritmaya (RNAfold) benzer
bir algoritma olan, MFOLD 3.1 adi verilen bir RNA katlama algoritmasi

kullanilmis ve sonug olarak marul bitkisinin gelisiminde, metabolizmasinda ve stres
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tepkilerinde rol oynayan 63 potansiyel miRNA hedefinin bulundugu tahmin
edilmistir. Benzer sekilde bu tez ¢alismasinda da miRBase veri tabanindan olgun
miRNA dizileri alind1 fakat tez i¢in 82 bitki tiiriine ait (miRNA bildirimi yapilmis
biitiin bitki tiirleri) toplam 10.496 miRNA dizisi analiz edildi. Ayrica, tezde sadece
EST degil, nt ve GSS veri tabanlarinda da miRNA’lar arastirildi ve marul viriislerini

hedefleyenler belirlendi.

Son yillarda RNAI teknolojisinin tarimda kullanimu ile ilgili yapilan ¢alismalarin
sayisinda artis goriilmektedir. Bu amagcla, 6zellikle patojenite ile ilgili genleri
hedefleyen miRNA’lar belirlenmekte, bu diziler ya c¢iplak halde ya da
nanopartikiillere baglanmis halde (salim siiresini arttirmak igin) bitkilere

uygulanmaktadir [45], [46], [25].

Bu galismalardan birinde Qiao vd [18], domates ve tiziim bitkilerindeki mantar
patojeni Botrytis cinerea'yl kontrol altina almak i¢in yapay nanopartikiiller ve
dsRNA spreyi kullandilar. Sentezlenen yapay nanopartikiillerin, dsSRNA dagitimina
ve patojen tarafindan alimina izin verdigini ve dsRNA'nin yapay nanopartikiiller
icinde kapsiillenmesinin, yaprak yikama yoluyla niikleaz bozunmasi ve
eliminasyonundan kagimmayir miimkiin kildigim1 kesfettiler. Bu gelistirilmis
stabilite sayesinde hem hasat dncesi hem de hasat sonrasi bitkilerde patojene karsi
RNAI aracili koruma, cevre dostu bir sekilde miimkiin hale gelecegini 6ne

stirmiislerdir.

He vd [25] tarafindan yiiriitiilen diger bir ¢alismada ise diinya ¢apinda mahsul,
meyve ve sebze veriminde ciddi kayiplara neden olabilen fitopatojenlerle
miicadelede kullanilan fungisitlerin ciddi ¢evresel ve saglik sorunlarina yol
actigindan bahsedilmistir. Miicadelede, SIGS tekniginin ekolojik olarak

stirdiiriilebilir bir patojen kontrol yaklagimi oldugu ileri siirtilmistiir.

Benzer sekilde Bocos-Asenjo vd [47] tarafindan yiiriitiilen ¢alismada da oldukga
etkili bir orman patojeni olan Fusarium circinatum'u kontrol altina alabilmek igin
SIGS’den yararlanilmis olup vezikiil tasinmasi (Vps51, DCTN1 ve SAC1), sinyal
iletimi (Pp2a, Sit4, Ppgl ve Tap42) ve hiicre duvari biyogenezi (Chsl, Chs2,
Chs3b, Glsl) metabolik yolaklarinda yer alan mantar temel genlerini hedef alan

dsRNA molekiilleri tasarlanmis ve dretilmistir. Sonu¢ olarak da Fusarium
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circinatum’un uygulanan dsRNA'y1 alip patojenin viriilansinin inhibisyonunu

tetikleyebildigi dogrulanmstir.

Bu tez calismasi; insan sagligina oldukga faydali olan ve temel bitkisel besin
kaynaklarindan biri olmasi nedeniyle diinya ¢apinda ekonomik éneme sahip olan
marul bitkisinde miRNA dizilerinin ve bunlarin baslica marul viriislerinin (LMV,
LNSV ve LNYV) genomlarindaki potansiyel hedeflerinin arastirildigi ilk ayrintili
calismadir. Toplamda 59 yeni olgun marul miRNA'sinin LMV, LNSV ve LNYV

viriislerini hedef aldig1 belirlendi. Diziler asagida liste seklinde verildi.

v Isa-miR7484a, Isa-miR10212, Isa-miR11295, Isa-miR6274, lsa-miR6463,
Isa-miR8011a, lIsa-miR172a, Isa-miR172b, Isa-miR5564, Isa-miR1520, Isa-
MiR7777, Isa-miR1440 ve Isa-miR399a dahil olmak {izere 12 miRNA'nin LM V'nin
ORF'sini;

v Isa-miR1315, Isa-miR1107a, Isa-miR1107b, Isa-miR6167, Isa-miR166a,
Isa-miR166b, Isa-miR8647, lIsa-miR7484a, Isa-miR11295, lIsa-miR11000, lsa-
miR6274, Isa-miR478, Isa-miR8011a, Isa-miR172a, Isa-miR172c, Isa-miR172e,
Isa-miR5564, Isa-miR10202, Isa-miR399a, Isa-miR156a, Isa-miR156b, Isa-
miR169, Isa-miR6155, Isa-miR172f, Isa-miR7777, Isa-miR6189 ve Isa-miR399b
olmak tizere 25 miRNA'nin LNSV'nin ORF'lerini;

v Isa-miR828, Isa-miR156¢, Isa-miR837a, Isa-miR9567, Isa-miR4393, Isa-
miR166¢, Isa-miR166d, Isa-miR7531, Isa-miR7486, Isa-miR7484b, Isa-miR482,
Isa-miR169b, Isa-miR8011b, Isa-miR8028, Isa-miR3630, Isa-miR530, Isa-miR437,
Isa-miR11509, Isa-miR823, Isa-miR3446, Isa-miR837b, Isa-miR837c, Isa-
miR6167a, Isa-miR6167b, Isa-miR535, Isa-miR172f, Isa-miR166a, Isa-miR166b,
Isa-miR7484a, lsa-miR478, Isa-miR8011a, Isa-miR172a, Isa-miR172d, Isa-
miR156a, Isa-miR156b, Isa-miR169, Isa-miR6155, Isa-miR2590, Isa-miR10212,
Isa-miR6463 ve Isa-miR 172b olmak tizere 40 miRNA'nin ise LNY V'nin ORF'lerini
hedef aldig tespit edildi.

Ayrica en etkili miRNA baglanma bdlgeleri ortaya c¢ikarilarak viral genomlari
susturmak amaciyla bu dizilerin kullanim potansiyelleri de degerlendirildi. Bu
calismanin sonuglarinin, viriisleri hedef alan marul miRNA'lar1 hakkinda umut
verici yeni bir bakis agis1 ve bu viriislerle miicadelede yeni ve faydali bilgiler

sunmasi beklenmektedir.
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