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OZET

Corylus avellena L ve Corylus colurna L FINDIK TURLERINDE KORUNMUS BAZI
MIiKRORNA’LARIN GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiINCIR REAKSIiYONU
ILE ANALIZI

Biisra YIRMIBES

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danigsmani: Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Findik icerdigi besin degerleriyle, 6zellikle saglik agisindan faydalari bulunan ve gida
sektorii, boya sanayi, odunculuk ve hayvan yemleme gibi bir¢ok alanda kullanilan énemli
bir bitki tiridiir. Ekonomik degere sahip Corylus avellena ve anag¢ olarak kullanilan
Corylus colurna en yaygin yetistirilen tiirler arasinda yer almaktadir. Simdiye kadar birgok
bitkide mikroRNA(miRNA) calismalar1 yapilmasina ragmen findikta heniiz bir ¢alisma
mevcut degildir. Bu calismada, transkripsiyon sonrasi diizenlemelerde rol oynayan
korunmus miRNA’larin findikta da tespit edilmesi amaglanmistir. MiRNA’lar 18-25 nt
uzunlugunda, kisa, tek zincirli non-coding RNA’lardir. Transkripsiyon sonrasi gen
diizenleyicileri olarak da adlandirilan miRNA’lar, mRNA ile etkilesim igerisine girerek,
hedeflerinin baskilanmasina veya yikimina neden olurlar. Bitkilerde 6zellikle hedef
mRNA’nin yikimin1 gergeklestirerek, bitkinin gelisim siireglerinde, biyotik ve tuz,
kuraklik, sogukluk veya UV gibi abiyotik streslere cevap olusturmada gorev almaktadirlar.
Korunmus miRNA’lar farkli bitki tiirlerinde aynm1 fonksiyona sahip ve c¢ok eski
zamanlardan gliniimiize kadar var olan miRNA’lardir. Bu ¢alismada Giresun Findik
Arastirma Enstitiisiinden elde edilen Corylus avellena L. ve Corylus colurna L. findik



tiirlerinde korunmusg bazi miRNA’larin ( miR159, miR160, miR171, miR396, miR2919 ve
miR8123 ) Real-Time PCR yontemi ile tespitini amacladik.

Anahtar Kelimeler : Korunmus mikroRNA, Findik, Corylus avellena L, Corylus colurna L., Real-
Time PCR.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF SOME CONSERVED MIKRORNAs IN Corylus avellena L AND
Corylus colurna L HAZELNUT SPECIES USING BY REAL-TIME POLYMERASE
CHAIN REACTION

Biisra YIRMIBES

Department of Molecular Biology and Genetic

MSc. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTRK

Hazelnut is a important plant species that is used in food industry, dye industry,
woodchopping and stock farming, especially, that has benefits for health due to nutrient
component. Corylus avellena that has economical value and Corylus colurna used as
rootstock play a part among the most common cultivars. There is no study in hazelnut yet,
although microRNA studies in many of plant were made until now. In this study, detection
of miRNAs that play role in posttranscriptional regulation was aimed. miRNAs are 18-25
nt, short and single strand non-coding RNAs. miRNAs called as post-transcriptional gene
regulators cause repress or cleavage of their target, binding to mRNA. In particularly in
plants, they cause cleavage of mRNA and play role in developmental process, response to
biotic and abiotic stresses like drought, salt, cold or UV. Conserved miRNAs are miRNAs
that have same function in different plant species and are present from very old times to
daytime. In this study, we aimed that analyzing of some conserved miRNAs ( miR159,
miR160, miR171, miR396, miR2919 and miR8123 ) in hazelnut ( Corylus avellena L. and

Xii



Corylus colurna L. ) that is provided from Giresun Hazelnut Research Instutite using by
Real-Time PCR.

Key Words: Conserved microRNA, Hazelnut, Corylus avellena L., Corylus colurna L., Real-Time
PCR, cDNA
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Tiirkiye basta olmak iizere, italya, ABD, Ispanya ve diger bazi iilkelerde de iiretimi
yapilan findik bitkisi, Betulaceae (husagacigiller) familyasinin Corylus cinsine ait olup,
25’ten fazla tiir igeren sert kabuklu ve lezzetli bir meyveye sahiptir [1], [2]. Ekonomik
degere sahip olan tombul findik (Corylus avellena L.) ve anag olarak kullanilan tiirk

findig1 (Corylus colurna L.) en 6nemli tiirleri arasinda yer almaktadir [2].

Zuruf denilen bir kilif icerisinde yer alan meyvelere sahip findik bitkisinin erkek
cigekleri (puiskiil) ve disi cicekleri (karanfil) bir arada bulunmaktadir. Dolayisiyla tek
evciklidir. Cotanak adi verilen iki ya da {i¢ parcali yapilar halinde bulunurlar [3].
Yuvarlak, sivri ya da badem seklinde olan i¢ kabugun seklini alan meyvelere gore

cesitlendirilebilirler [4].

Findik, insan sagligi agisindan oldukca dnemli bir yere sahiptir. igerdigi yiiksek yag,
protein, karbonhidrat ve vitaminler sebebiyle 6nemli bir enerji kaynagidir. Antioksidan
ozellige sahip fenolik bilesikler a¢isindan zengin olmasindan dolay1 da, diyabet, kanser,
kalp ve damar hastaliklar1 gibi rahatsizliklardan korunmada rolii oldugu sdylenmektedir
[5]. Biiyiik bir kismi gida sektoriinde, 6zellikle ¢ikolata yapiminda kullanilan findik,
ayni zamanda esya yapiminda, boya sanayinde, hayvan yemlemede ve yakacak olarak
kullanilmaktadir [6].

Gerek cevreye, gerek giinliilk hayata ve insan sagligina bu sekilde faydalar1 olan bitki
tirlerinin gen ifadelerinin diizenlenmesi {izerine yapilan calismalar, bu bitkilerin

molekiiler yapisinin anlagilabilmesi i¢in son derece 6nemlidir. Son yillarda bir¢ok bitki



tizerinde c¢alisilmis olan mikroRNA(MIRNA)’lar, gen ifadesinin diizenlenmesinde
onemli gorevleri olan yapilardir [7]. Findik bitkisinde de varligimin incelenmesi ve

molekiiler diizeydeki etkisinin arastirilmasi 6nem tasimaktadir.

1993 yilinda, C.clegans’ta kesfinden sonra miRNA’nin popularitesi artmaya baslamistir
[8]. 2002 yilinda da Arabidopsis’te ilk bitki miRNA’larinin kesfi gergeklesmistir [9].
Daha sonra yapilan c¢alismalarda da piring [10], musir [11], bugday [12], pamuk [13],
seftali [14], muz [15] ve zeytin [16] gibi bitki tiirlerinde de miRNA’lar gosterilmis ve
tire 0zgli miRNA’lar ile tiirler arasinda korunmus olan miRNA’larin oldugu

belirlenmistir.

mMIRNA 18-25 niikleotid arasinda uzunluga sahip, proteine doniismeyen yani
kodlanmayan, gen diizenlenmesinde onemli rolleri olan kii¢lik yapilardir. Gegmisten
giiniimiize kadar hakkinda bir¢ok arastirma yapilmis ve gerek metazoan gerekse bitki

aleminde gen susturmasinda gorev aldigi ortaya ¢ikmustir [17].

Cogu miRNA farkli bitki tiirlerinde ayn1 fonksiyona sahip genler olan homologlarina
sahiptir. Boyle miRNA’lar korunmus miRNA olarak adlandirilmaktadir. Korunmamais
miRNA’lar ise sadece tiire Ozgilidiir. Kesfedilen miRNA’larin bir¢ogu, yosunlardan
angiospermlere kadar bir¢ok bitki gruplarinda bulunmaktadir [18]. Daha once yapilan
bir calismada piringte korunmus bazi miRNA genlerinin Arabidopsis bitkisinde
homologlar1 oldugu belirtilmistir [19]. Yine bagka bir ¢alismada egrelti otu ve yosunun
Arabidopsis ile ortak miRNA genleri oldugu rapor edilmistir [20]. Bu sonuglar bitki
miRNA’larinin 125 milyon yildan daha fazla yil 6nce var oldugunu diisiindiirmektedir
[18].

1.2 Tezin Amaci

Bu ¢alismada amag, daha onceden korunmus oldugu tespit edilen 6 miRNA’nin (MiR-
159, miR-160, miR-171, miR-396, miR-2919 ve miR-8123) reverse transkriptaz PCR
ve Real-Time PCR yontemleri ile Corylus avellana L. ve Corylus colurna L. findik
tirlerinde varligin1 ispatlamaktir. Organ olusumu, meyve ve findik yag: eldesinde, bu
olusumlarin biyolojik yolaklarinda gorev alan findik miRNA’larinin tespit edilmesi,
hedef genlerinin tespiti acgisindan ilk adim olacaktir. Findik yetistiriciliginde yiiksek
kalitede iirtin elde etmek adma, miRNA’lar ile yapilacak gen diizenlenmesi

calismalarina elde ettigimiz bu veriler 151k tutacaktir.



1.3 Hipotez

Gen ifadesinin diizenlenmesinde rol alarak, canlinin gelisim siireglerinde 6nemli rolleri
olan bazi korunmus miRNA’larin findik bitkisinde de var olmasi yiiksek bir ihtimaldir.
Deneysel calismalarla da bu 6ngorii dogrulanmaya c¢alisilmistir. Yaprak, erkek organ,
disi organ ve tomurcuk olarak dort farkli dokuda tespit edilmesi amaglanan miRNA’lar,

cesitli analiz yontemleri ile saptanabilir.



BOLUM 2

FINDIK VE MiKRORNA’LAR

2.1 Findik ve Simiflandirilmasi
Findik kelimesinin, bazi kaynaklardan edinilen bilgilere gore, Karadeniz’in antik
cagdaki ismi olan ‘Pont Exinus’ tan tiiredigi ve ‘pontik’ kelimesinden meydana geldigi

soylenmektedir [3].

25’ten fazla tiire sahip olan findik , Fegales ( Kayinagacigiller ) takimindan, Betulaceae
(Hus agacigiller ) familyasinin, Corylus cinsi igerisinde yer alan sert kabuklu meyvelere
sahip bir bitkidir. Meyvesi agisindan bakildiginda, tombul findik olarak bilinen ve
ekonomik deger sahip Corylus avellena L. ile tirk findig1 olarak gegen ve genellikle

anag olarak kullanilan Corylus colurna L. en 6nemli tiirlerindendir [1], [2].

Meyvesi %80 oraninda ¢ikolata yapiminda kullanilmakla birlikte, pasta, sekerleme,
biiskivi ve tathh yapiminda kullanilir. Gida olarak tiiketilmesinin yaninda, odunculukta
ev esyalarmin yapiminda, hayvan otlatmada yem olarak, kabuklar1 yakacak olarak ve
yapraklart ahir althig olarak kullanilir. Bu kullanimdan sonra giibre olarak
degerlendirilir. Bunlarla birlikte, erozyonu 6nlemede role sahiptir. Toprak korumasi
acisindan ¢evreye faydasi vardir. Boya sanayinde kullanildigi da bilinmektedir [6], [21].
ISLAM [22], yiiksek lisans tez ¢alismasinda, findik zurufu kompostunun toprakta
organik madde artisin1 sagladigin1 ve ayn1 zamanda topragin mekaniksel 6zelliklerini de

olumlu bir sekilde etkiledigini rapor etmistir.

2.1.1 Findigin Morfolojik Yapis1 ve Ekolojik Kosullar:

Farkli tiirlerde ¢ok farkli morfolojik 6zellik gostermeyen findik yapraginin, dip

kisimlar yiirek seklinde, kenarlari kaba ve dislidir, ucu sivri veya damla sekildedir.



Basit yapraga sahip olan findigin yaprak boyu 5-15 cm, genisligi ise 5-11 cm arasinda
degismektedir (Sekil 2.1 B) [23].

Almagh ve ¢ok pullu tomurcuklara sahiptir. Yaprak tomurcuklar kiigiik ve sivri iken,
cicek tomurcuklar biiyiik ve siskindir. Cicekler tek evciklidir. Dolayisiyla erkek ve disi
cicekler ayni bitkinin farkli yerlerinde bulunurlar. Erkek ciceklere piis, piiskiil, kedicik
veya seton da denilebilir. Sarkik ve silindirik bir basak goriiniimiindedir. Tek tek veya
gruplar halinde gelisirler (Sekil 2.1 A). Olgunlagsmis erkek ¢icek basaklari, tiirlere gore
farklilik gostermesiyle birlikte 6-10 cm uzunlugundadir ve her bir erkek ¢icek basaginda
yaklasik 200 kadar ¢icek bulunmaktadir [4]. Tomurcuklar kii¢iikk ve dik olan disi
cicekler karanfildir. Tomurcuklar yumurta bi¢imindedir ve birbiri {izerine dizilmis
pulcuklardan olusmustur. Karanfildeki stigma sayis1 da tiire gore 14-24 arasindadir.
Tomurcuktaki disi ciceklerin kirmizi stigmalari goriintir haldedir (Sekil 2.1 A).
Dollenme ilkbahar mevsiminde ve riizgarla gergeklesir. Cigeklenmesi diger bitki

tiirlerine gore daha gectir. Cigek renkleri de degisiklik gostermektedir [4].

Sekil 2.1 Findik bitkisinin disi ( siyah daire i¢i ) ve erkek organlar1 ( kirmiz1 daire i¢i )
(A), yaprak (B) ve tomurcuk (C) dokusu.

Tiirden tiire degisiklik gosteren ve “zuruf” veya “kapsul” adi verilen bir kilif igerisinde
yer alan findik meyvesi, sert kabuklu bir meyvedir. Zuruflu meyveler, ¢otanak denilen
tek, ikili veya ticlii yapida bulunabilirler. Findigin i¢ kismi ise yenilebilen iki parcali
kotiledondan olusmaktadir [3]. Dis kabugun seklini alir ve yuvarlak, sivri veya badem

seklinde olabilir.

Findik bitkisinin boyu tiirlere gore degsiklik gostermekle birlikte, 5 m ile 25 m
arasindadir. Ornegin ; Corylus avellena L., yaklasik 5 m boylarinda ¢ali formunda iken,
Corylus colurna L. 15 m’den fazla boylara ulasabilmektedir. Ayn1 zamanda, bu iki tiir
yaprak ve meyve Ozellikleri agisindan da farkli yapilara sahiptir. C. avellena sivri uglu
ve Ust ylizii tiiyli yapraklara sahiptir. Ancak C. colurna yapraklarinin uclari damla

seklinde gelir ve alt yiizeyinde seyrek tliyler bulundurur. Ayn1 zamanda, dip kismindan
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uca dogru fazla miktarda ince serite ve geriye dogru kivrik, yapiskan tiiyleri olan serit
uclarina sahip meyve oOrtiisii icermesi, C.colurna’nin tanimlayict bir 6zelligidir [23],
[24].

Diinya lizerinde 36-41 enlemlerinde yetisen findik [23], Karadeniz kiyilarindan yaklasik
30 km kadar icerde, 10 — 1700 m aras1 yiiksekliklerde yetismektedir. Ornegin;
C.avellena 10 - 1700 m iken C. colurna 800 — 1700 m rakima sahiptir. Yaz mevsiminde
20-25 °C ‘de yagis miktariin minimum 700-800 mm, maksimum 1300-1500 m
arasinda yagis alan bolgelerde iyi yetismekle birlikte, diizenli yagis rejimleri isterler
[24], [25]. Geg gelen don olay1 veya yazlarin kurak gegmesi elde edilen verim igin riskli
durumlardir. Disi ¢igeklerin agilma mevsimi ilkbahar oldugundan, bu mevsimde
meydana gelebilecek don olaylari, taze siirgiiniin ve disi ¢iceginin fizyolojik canliliginm
yitirmesine neden olur. Sonbahar mevsiminde ise piiskiil dedigimiz erkek cicekler agar.
Bu ¢igekler nemli havalarda biiyiime ve gelismeye adapte olmustur. Bu nedenden dolay1
sonbaharda meydana gelecek olan kuraklik cigeklenmeye engel olarak tozlasma

olasiligini diisiirtir [26].

Yagis diizensizlikleri veya beklenmedik kurakliklar, meyvenin tam olarak
biiyiimemesine ve yeni meyvenin olgunlasmadan hasat donemine girmesine sebep olur.
Toplama zamaninda elde edilmesi gerekenden daha az miktarda findik elde edilir. Tim
bu nedenlerden dolayr findigin nemli ve iliman boélgelerde yetistirilmesi son derece
onemlidir [26].

Humus orani yiiksek veya tinli-humuslu topraklar findigin iyi yetisebildigi topraklardir.
Kum orami yiiksek killi topraklarda yetistirilmesi zordur, iyt bir verim alinamaz.
Ornegin: Karadeniz Bolgesinde, killi-tinl1 topraklar mevcuttur ve bunlar asitli veya notr
topraklardir. Bu nedenle organik madde oranlar diisiiktiir. Findik yetistirilmesi i¢in
uygun olmasinin sebebi de budur. Yiiksek asitlik derecesini diisiirmek adina zaman

zaman topraklara kire¢ verilmelidir [26].

2.1.2 Findik Yetistiriciligi

Findik dikiminden Once toprak ve arazi sartlarimin iyi bir sekilde yapilmasi gerekir.
Arazinin diiz veya meyilli olmasia gore findik bahgelerinin tesis edilmesi farklilik
gostermektedir. Teraslama asamasindan sonra toprak hazirhi@inin iyi ve 6zenli bir

sekilde yapilmasi sarttir [27].



Bitkinin biiyiiyiip beslenebilmesi i¢in bitki, Karbon (C), Hidrojen (H), Oksijen (O),
Azot (N), Fosfor (P), Potasyum (K), Kalsiyum (Ca) ve Magnezyum (Mg) gibi baz
besin maddelerine ihtiya¢ duymaktadir. Ayn1 zamanda toprak yapisi da bitki i¢in 6nem
arz etmektedir. Topragin asit miktarmin kok gelisiminde rol oynamasmin yaninda

organik maddeler agisindan zengin olmasi ve su tutup tutmamasi da 6nemlidir [28].

Verimi ve kalitesi yiiksek iriin elde etmek i¢in bahsedilen 6zelliklere gore segim
yapildiktan sonra dikim yapilir. Diiz arazilerde siralar arasindaki mesafe 4 — 5 m
civarinda olmalidir. Aralik ve mesafe 6nemlidir [4]. Verimin arttirilmasi ve ekonomik
omriin uzamasi i¢in Oonemli rol oynayan budama islemi, fidanlara, dikimde sekil
kazandirir. Kok siirgiin temizligi yapilarak da, budama islemi, besin maddelerinin
stirglinler tarafindan somiiriilmesini engeller. Bunlarin yaninda diizgiin ve kuvvetli tag
olusumu, kaliteli meyve verimi, daha iyi 151k alma ve havalanma ve tozlanma oranini
artirma gibi etkileri de vardir [29]. Ardindan organik madde agisindan topragi
zenginlestirmek adina giibreleme yapilir. Ayn1 zamanda toprak verimliligi artar, besin
maddelerinin toprakta tutunmasi saglanir, topragin havalanmasi ve islenmesine olanak

saglanir [27].

Findik yetistiriciliginde, yil boyu harcanan emegin karsiligi, 6nemli bir islem olan hasat
ile alinir. Hasat zamani Agustos ayr ortasinda baglar. Hasattan sonra findiklar
harmanlanir.  Belli bir zaman igerisinde kuruyan findiklar, patoz denilen findik
ayitklama makinesine verilir ve zuruflarindan ayrilir. Findigin iyi bir sekilde kurumasi
onemlidir. Kurutma siiresi yaklasik 10-15 gilindiir. Toz, toprak, zuruf pargalar1 ve i¢i bos
kalan findiklar vantilator araciligla uzaklastirilir. Temizlenen findiklar tekrar ayri bir

yerde temizlenir. Bu asamada gesitler ve delikli olanlar da ayiklanir [27].

2.1.3 Findigin Bilesimi

Yaklasik %350’si yenilebilen i¢ kisim olan findigin bilesimi, iklim, toprak, biiyiime
kosullar1 ve ¢esidine bagli olarak degisim gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda findik
bilesimiyle ilgili 6nemli sonug¢lar alinmistir. Findikta en ¢ok bulunan bilesen, %61,21
oranla yagdir. Bunu takiben, %17.30 karbonhidrat, %15.35 protein, %3.90 nem ve
%2.24 ile kiil gelmektedir. Ayrica 100 gramda yaklasik 631 kcal igerir. Dolayisiyla iyi
bir enerji kaynagidir [30]. Kemik, dis, kan, kas, sinir hiicreleri i¢in 6nemli olan mineral

icerigiyle de findik 6nemli bir yere sahiptir.



Koksal ve arkadaglari [31], findigin mineral iceriginde (mg/100g) 814 mg ile potasyum
ilk sirada geldigini ve potasyumu takiben 288 mg ile fosfor, 217 mg ile kalsiyum ve 168

mg ile magnezyumun geldigini rapor etmislerdir.

Vitaminler acisindan da zengin olan findik yiiksek miktarda E vitamini i¢cermektedir.
Bunun basinda da a- tocopherol %24.0 oranla gelmektedir. [30] E vitaminini takiben
B1, B2, B6, niyasin, askorbikasit ve biyotin gibi vitaminleri de igermektedir. Icerdigi
vitaminler sayesinde serbest radikallerden hiicreyi korumak adina antioksidant gérevi

vardir [30], [31].

Temel ve temel olmayan aminoasit icerigi ile de Onemli bir protein kaynagidir.
Nonessential Glutamik asit incelenen tim findik c¢esitlerinde yiiksek miktarda
gozlemlenmistir. Bunu takiben de aspartik asit gelmektedir. Arjinin, histidin, izolosin,
losin, metionin ve valininin de temel aminoasitler olarak varligi gozlemlenmistir. Bu

temel aminoasitler arasinda da arjinin ve 16sin yiiksek miktarda goriilmiistiir [31].

Yag ve yag asitleri findigin kalitesini etkileyen, depolama stiresi islenmesiyle birlikte
birgok 6zelligini belirleyen, findikta da yiliksek miktarda bulunan en 6nemli bilesendir.
Findik yagmin viicutta sindirimi kolay ve erime noktas: diisiiktiir. Oksitlenme ve
acilanma stireleri diger yaglara gére daha uzundur. Cesitlere gore farklilik gostermesiyle
birlikte en yiiksek miktarda bulunan yag asidi, oleik asittir ve Corylus avellena’da
%77.8 oranla bulunmaktadir. Oleikasidi takiben palmitik asit, steroik asit ve palmitoleik
asit gelmektedir [31].

Findik, sahip oldugu zengin igeriginden dolayi, giiniimiizde siklikla rastlanan ve insan
sagligin1 onemli derecede etkileyen, seker hastaligi, kalp-damar hastaliklari, kolesterol
ve kanser gibi hastaliklar1 geriletmekte veya yakalanma riskini azaltmaktadir. Bu

nedenle sagligimiz i¢in oldukga faydali bir besin kaynagidir [32].

2.1.4 Tiirkiye ve Diinya’da Findik Uretimi ve Dagilim

Ulkemiz, yiiksek kalitede findigin iiretildigi 6nemli yerlerden biridir. En degerli yabani
tirlerin dogal yasam alan1 oldugu gibi genetik kokeninin de buradan geldigi
diistiniilmektedir [31]. Kuzey kesimlerde, oOzellikle Karadeniz Bdlgesi’nde dogal
yetisme alanlar1 bulunup, Bati, Glineydogu ve Dogu Anadolu bélgelerinde de nadiren
goriilebilmektedir [26].



2016 findik raporuna gore Tiirkiye’de 2016 yilinda findik {iretiminin yaklasik 705 bin
hektarlik alanda yapildigi bilinmektedir. En ¢ok iiretimi yapilan yer ise Karadeniz
Bolgesi’dir. Marmara, Dogu Anadolu ve Akdeniz Bolgelerinde de iiretim alanlari
mevcuttur. Diinya yetistiriciliginde ise toplam findik iiretiminin yaklasik %701
Tiirkiye’den elde edilmektedir. Tiirkiye’yi takiben, Italya, ABD, Ispanya gelmektedir.
Cin, Iran, Yunanistan, Fransa, Azarbeycan, Giircistan, Rusya, Portekiz, Ukrayna ve

Kibris gibi iilkelerde de yetistiriciligi yapilmaktadir [34].

2.2 Mikro RNA

MIRNA yaklagik 18-25 nt uzunluga sahip kisa RNA molekiilleridir [35]. Genler arasi
bolgelerden, intronlardan veya nadir olarak da ekzon bolgelerinden kodlanirlar [36].
Post-transkripsiyonel asamada gen diizenlenmesinden sorumlu olan miRNA’lar, mRNA
ile ya milkkemmele yakin ya da tam olmayan bir komplementerlik saglayarak,
mRNA’nin yikimindan ya da baskilanmasindan sorumludur [7]. Bu 6zelligi ile canlinin
gelisim siiregleri, gelismesi ve farklilasmasi [37], [38], biyotik ve abiyotik stresler karsi
cevap [11], [39] gibi bir¢ok dnemli asamada rol oynamaktadir.

2.2.1 miRNA Kokeni ve Tarihi

miRNA’larin evrimsel kokenleri hakkinda birka¢ farkli hipotez one siiriilmiistiir.
Bunlardan ilki, duplikasyon hipotezi olarak da bilinen, translasyona ugrayan genlerin
duplikasyona ugramasi ve sonrasinda inversiyon ile olugsmasidir. Zamanla duplikasyon
icerisindeki mutasyonlar birikir. Protein kodlayan bir genden olusan bir miRNA, o
genin transkribiyle yiiksek oranda eslesebilme ozelligi gosterir [17], [40]. Ikincisi,
miRNA’nin daha 6nceden var oldugu ve bunlarin ard arda mutasyonlar gegirerek yeni
miRNA’larin olusmasina neden oldugudur. Ugiincii hipotez, bir¢cok canlida fazla
miktarda bulunan ve hareketli elementler olarak bilinen transpozonlarin, miRNA
genlerinin kokeninde oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle, minyatiir invert tekrarli yer
degistirebilen elementler (MITEs) miRNA genlerini olusturmak i¢in, DCL proteinlerine
substrat olabilme potansiyeline sahiptir. Son olarak, geng miRNA’larin, rastgele bir
sekilde olusan sa¢ tokasi yapilarindan olustugu belirlenmistir. Tim bu evrim
mekanizma tahminlerinin yani sira, zamanla biriken mutasyonlar nedeniyle, korunmus

miRNA’larin atasal kokenine ulasmak ¢ok da kolay olmamaktadir [17], [41].

[k kesfedilen miRNA olan lin-4, 1993 yilinda, Victor Ambros laboratuvarinda, Lee ve

arkadaglan tarafindan, C.elegans’ta kesfedilmisti. Ayn1 yil igerisinde, Gary Ruvkun
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laboratuarinda, Wightman ve arkadaslari tarafindan yine C.elegans’ta lin-14 olarak
bilinen bir gen iizerinde negatif bir diizenleme yaptig1 ve canlinin gelisimsel siirecinde
rolii oldugu gosterilmistir [8]. Bundan 7 yil sonra, 2000 yilinda, Reinhart ve arkadaslar
[42], C.elegans iizerinde let-7 olarak isimlendirilen yeni bir miRNA kesfetti. Bu kesif
biliylik yanki uyandirdi ve miRNA {izerine yapilan caligmalar artti. O zamanlardan
itibaren bu kiigiik protein kodlamayan RNA yapilarina miRNA denildi. Yapilan en
onemli ¢alismalardan birisi de, Fire, Mello ve arkadaslan tarafindan kesfedilen RNAi

mekanizmasidir [43].

2.2.1.1 RNA interferans

[lk olarak Fire ve Mello tarafindan kesfedilen, RNA interferance (RNAIi), transkripsiyon
sonrast gen ifadesinin diizenlenmesinde rolii olan ve dsRNA’lar ile gerceklestirilen
onemli bir mekanizmadir. Bitkilerde bu mekanizma, post-transkripsiyonel gen
susturmasi (PTGS) olarak bilinir [43]. dsRNA’lar hiicre igerisine girdiginde, benzer
dizilere yani homolog dizilere sahip olan mRNA’larin yikimi veya baskilanmasina
neden olur. Bu mekanizmada, birbirine ¢ok benzeyen fakat ayn1 zamanda belirgin
farklar1 da bulunan iki molekiil, miRNA ve siRNA gorev almaktadir. miRNA’y1
siRNA’dan ayiran ilk fark, siRNA’nin genom biitiinliigiinii korumasidir. miRNA ise
endojen genlerin diizenlenmesinden sorumludur. kincisi, siRNA’nin onciil yapist uzun
dsRNA iken, miRNA’nin sa¢ tokasi seklinde tek zincirli bir 6nciil yapist mevcuttur.
Ucgiincii farklilik, stres adaptasyonu ve tranpozon ya da viriislere karsi koruma gorevi
olan siRNA’larin yaninda miRNA’lar, hiicre gelisimi ve farklilagsmasi, gelisim siiregleri,
biyotik ve abiyotik streslere karsi savunma gibi gorevleri vardir. Her ikisinin de mRNA
yikimmdan sorumlu olmasinin yaninda siRNA, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonu, miRNA ise ayni zamanda mRNA baskilanmasindan sorumludur. Yine
her ikisi de mRNA ile tam komplementerlik saglar, ancak miRNA bitkilerde iyi bir

sekilde komplementer olmayan durumlara sahiptir [43], [44].

2.2.1.2 Bitkilerde miRNA

Hayvanlarda RNAi’'nin kesfedilmesinden uzun zaman Once, bitkilerde post-
transkripsiyonel gen susturmasi kesfedilmistir. Napoli ve arkadaslar1 [45], “chalcone
synthase (CHS)” genine sahip petunya bitkisinde, bu genin yiiksek ifadesini
amaglarken, gen susturmasi ile karsilasmislardir. Petunyalarin daha mor renkli olmasi

beklenirken, alacali bir renk gozlemlemislerdir. Ortaya ¢ikan bu beklenmedik durumun,
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CHS geni igersindeki dsRNA bdlgesinin hatali olmasiyla ilgili oldugunu rapor
etmislerdir [46].

Bitkilerde ilk miRNA’lar 2002 yilinda, Park ve arkadaslari tarafindan tanimlanmaya
baslanmistir [9] ve bu tarihten sonra derin arastirmalar ve genetik ¢alismalar neticesinde
binlerce  miRNA tanmimlanmistir. Kozomara ve Griffiths-Jones [47], miRBase
veritabaninin giincel halini ele almiglardir. 206 tiire ait 24.521 miRNA lokusu ve 34.424
olgun miRNA {iriinii rapor etmislerdir. 2002’de miRBase’in ilk kullanilmaya baslandigi
zamanlarda sadece 5 canli tiirline ait MIRNA lokusu bulunmustur. Fakat buna ragmen o
zamandan sonra miRNA’ya olan ilgi ile birgok bitki ve hayvan genomlarinda hizli bir
sekilde yeni veya korunmus miRNA’lar kesfedilmistir. Boylece sayilarda fazla miktarda

artig gerceklesmistir [47].

miRNA mekanizmasinin evrimine bakildigt zaman, bitki ve hayvanlar i¢in ayri
mekanizmalar ortaya c¢ikmaktadir. Cogu agidan benzer olmalarina ragmen onemli
sayilabilecek farklari bulunmaktadir. Bu farklardan ilki, miRNA’lar hayvanlarda daha
cok intron ve ekzonlar igerisinden olusurken, bitkilerde genel olarak intergenik
bolgelerden yani protein kodlamayan bolgelerden meydana gelmektedir [17], [48].
Ikincisi, hayvan miRNA’lar1 genel olarak kiimelenmis bigimde bulunurlar ve birlikte
transkripsiyona ugrarlar. Boylece polisistronik yapi kazanabilirler. Bitkilerde ise buna
zit olarak, monosistronik bir yap1 da olusurlar yani nadiren birbirine bagh olarak ifade
edilirler [41]. Diger bir fark, hayvanlarda “kok bolgesi” denilen 6-8 bazlik bir baglanma
bolgesiyle miRNA’lar tam olmayan bir eslesme sergiler ve miRNA ile hedef arasinda
zay1f eslesme olusur. Kok bolgesi Sekil 2.2°de kirmizi ¢izgi ile gosterilmistir. Bu da
genel olarak translasyonun baskilanmasiyla sonlanir. Bitkilerde ise, mRNA’da sadece
bir tane bulunan miRNA eslesme bolgesini hedefleyerek tama yakin ya da tam eslesme
gergeklesir. Bu siire¢ sonunda da mRNA nin yikimi gergeklesir ya da nadiren baskilanir
[17]. Son fark, miRNA biyogenezinde, hayvanlarda pri-miRNA kesim igsleminin Drosha
enzimiyle yapilmasi ve stoplazmaya exportin-5 denilen protein araciligla aktarilmasidir.
Ayn1 zamanda pre-miRNA kesiminin stoplazmada gergeklesiyor olmasidir. Bu durum
bitkilerde, Drosha yerine DCL1 enzimi kullanilmasi ve stoplazmaya importin-§ proteini
ile aktarilmasiyla farklidir. Olgun miRNA olusumu i¢in kesim islemi c¢ekirdekte

gerceklesmektedir [48].
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2.2.1.3 Korunmus miRNA’lar

Genel olarak gelisimsel diizenlemede rolii olan korunmus miRNA’lar, daha cesitli
rollere sahip olan korunmamis miRNA’lardan daha fazla ifade edilmektedir [49]. Biitiin
miRNA’lar sa¢ tokasi yapisinda ve bircogu evrimsel olarak korunmustur. Bu nedenle
farkl1 bitki tiirlerinde yeni miRNA’larin ortolog veya homologlarinin varligiyla
tanimlanmalar1 kolaylagsmaktadir [50]. Ancak, bitkiler, hayvan miRNA’lar1 gibi 70-80
niikleotid gibi kisa bir 6nciil yapiya sahip degildir. Bitkilerde bu say1 60 ile 500 arasinda
degismektedir. Yani hayvanlarla kiyaslandiginda, ¢ok daha cesitli yap1 ve biiyiikliige
sahiptir [51]. Bu durum ise hesapsal yaklasimlarda onlarin tanimlanmasini
zorlagtirmaktadir. Zhang ve arkadaslari [18], ¢alismalarinda, yeni miRNA ortologlarini
tanimlamak i¢cin EST depolarini arastirarak genis bir strateji gelistirmislerdir. Cogu
miRNA’nin agik tohumlu, kapali tohumlu ve yosunlar gibi tiirlerde korundugunu rapor
etmislerdir. 6 milyondan fazla EST sekansindan, 71 farkli bitki tiiriinde, 37 miRNA
ailesine ait 481 miRNA tamimlamislardir. Ornegin; 22 farkli bitki tiiriinde miR-
170/1717in ortologlar1 oldugunu belirtmislerdir. miR-171’e ek olarak, miR-159, miR-
160 ve miR-396’nin da i¢inde bulundugu yiiksek derecede korunmus miRNA
bulmuslardir. Willman ve Poethig [49], Arabidopsis ve misirdaki miRNA siire¢lerini
karsilastirarak, monokotil ve dikotil arasinda benzerlik oldugunu ve yiiksek derecede
korundugunu gostermislerdir. Zhang ve arkadaglarinin galigmalarina paralel olarak,
sonugta, gymnosperm, monokotil ve dikotilleri de i¢ine alan bitki tiirlerinde bazi
miRNA’larin korundugu rapor edilmistir. Dikotillerde, monokotillerdeki miRNA’larin
ortologlarinin bulunmasi, miRNA’larin 250 milyon yildan daha 6nce var olabilecegini
gostermektedir. Sadece miRNA genleri degil, hedef genleri de korunmus durumdadir.
Farkli tiirlerinde, hedefler arasinda birka¢ niikleotitlik degisiklik olmasimna ragmen,
komplementer bolgelerin sekanslar1 yiliksek miktarda korunmusur. Floyd ve Bowman
[52] ¢alismalarinda, miR-166’nin hedefi olan HD-ZIP genlerinin korundugunu rapor

etmistir.

miR159: Giberellin hormonuyla iliskili protein olan GAMYB genlerini hedefleyerek,
gec ¢iceklenmeye yol agmaktadir. Anter gelisimi, tuz ve kuraklik stresine cevaplarda
etkilidir [53], [54]. Arabidopsis’te korundugu bilinmekle birlikte piring, misir ve
bugdayda da tanimlanmistir [11], [12], [55].

miR160: miR160’1n oksin cevap faktorii olan ARF genlerini etkileyerek, oksin sinyaline

cevapta rolii oldugu rapor edilmistir [56]. Aym1 zamanda, yaprak ve kok gelisimi ile
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cicek organ belirlenmesinde de etkisi oldugu bilinmektedir. Piring, Arabidopsis, bugday
ve misirda korunmustur [11], [12], [55].

miR171: Yapilan ¢alismalarda gi¢eklerde yiiksek ifade edilmesi, ¢igek gelisiminde rolii
oldugunu agikca ortaya koymaktadir. Kok gelisimi ve tuz stresine cevapta gorev aldigi
bilinmektedir [54], [57]. Bugdayda da belirlenmesinin yaninda, piring, Arabidopsis ve

misirda korunmus olarak bulunmaktadir.

miR396: hiicre proliferasyonunda rolii olan, biiyiime diizenleyici faktor GRF’leri hedef
alir. Tuz, kuraklik ve alkali streslerine cevap olusturmada da etkisi oldugu bilinmektedir
[58]. Pamuk, misir ve bugdayda bu miRNA’ya dair ¢alismalar mevcuttur [11], [12],
[13].

miR2919: Bu miRNA ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma olmamasimin yaninda, Boke ve
arkadaglar1 [59], hashas bitkisinin kapsiilinde miR-2919’un fazla ifade edildigini,
yaprakta ise daha az ifade edildigini rapor etmislerdir. Zigot ve endosperm gelisiminde
rolii olan MEE 14 ( Maternal effect embryo arrest 14 ) genini hedefledigine dair

caligmalarda mevcuttur [14].

miR8123: Yapisal bir protein olan 40S ribosomal protein benzeri genleri hedefler. Din
ve arkadaslar1 [60] miR8123’lin patatesin yeralt1 filizilerinde ekspre edildigini
gostermiglerdir. Baloch ve arkadaslari [61], bu miRNA’nin yapisal bir protein olan S-
locus F-box protein 54’1 hedef aldigindan bahsetmislerdir. miR8123’{iin gorevi ile

alakali ¢ok fazla ¢alisma mevcut degildir.

2.2.2 miRNA Genomik Yapisi ve Bitkilerdeki Biyogenezi

Kendi genlerinden yani MIR genlerinden olustugu sanilan, miRNA’lar genomda birkag
farkli yerden olusabilmektedir. Genler aras1 bolgelerden, gen iizerinde ekzonik ya da
intronik bolgelerden meydana gelebilir. Intron veya ekzon bdlgelerinden olusan ¢ogu
hayvan miRNA’larindan farkli olarak bitki miRNA’lar1 genellikle genler arasi
bolgelerden meydana gelmektedir [41]. Meydana gelis bi¢imine gore de monosistronik,
disistronik veya polisistronik olabilirler. Hayvan MIR gen genlerinde kiimelenmis yani
disistronik veya polisistronik bir sekilde birlikte transkribe olma durumu sik goriiliirken,
bitki MIR genlerinde birbirine bagl olarak transkribe olma durumu nadir goriilmektedir

[41].
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Basta heterojen uzunlukta ve tek zincirden olusan bitki miRNA’larinin 6nciil yapilari,
standart transkriptlerden farkli olarak, tam olmayan baz eslesmesine sahip olmasindan
dolay1 kendi iizerine katlanarak sap-ilmik halini almistir [17]. Bu yap1 hayvan miRNA

onciillerine kiyasla bitkilerde daha uzundur [62].

Alt Kisim Ust Kisim
miRNA Y Terminal Loop
Alt Segment AltKok Dupleksi Ust Kok Yapisa

5 miRNA*
\\—/\-A-—A /\ /\
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Sekil 2.2 miRNA’nin genomik yapisi. [82]

miRNA biyogenezi 4 ana siiregten gecer. ilk basamak, MIR genlerinden primer miRNA
(pri-miRNA)’nin  olusumudur. lkinci basamak, pri-miRNA’nin ¢ekirdek igerisinde
precursor miRNA (pre-miRNA)’ya déniismesidir. Uciincii basamakta pre-miRNA
cekirdekten cikarak stoplazmaya gecer ve olgun miRNA halini alir. Siirecin son
basamagi, olgun miRNA belirli proteinlerle etkilesime girerek mRNA yikimini ve

nadiren de baskilanmasini gergeklestirir (Sekil 2.3) [63].

[k olarak, genomik DNA ya da intergenik bdlgelerden, yaklasik 100 nt uzunlugundaki
pri-miRNA’lar, RNA pol II enzimleri tarafindan sentezlenir [64]. Pri-miRNA, tam
olmayan bir komplementerlik gostererek kendi iizerine dogru katlanir ve hair-pin
seklinde olan ikincil yapisini olusturur. Normal miRNA gibi, pri-miRNA da 5’ ucunda
7-metilguanozin ve 3’ ucunda poly A kuyruguna sahiptir [65]. Daha sonra pri-miRNA
pre-miRNA halini alir. Bu siiregte, RNaz aktivietesi olan dicerlike-1 (DCL1), asil gorevi
tistlenmektedir. DCL1 ile polyA ve metilguanozin uglarinin kesimi gerceklesmektedir.
Pre-miRNA bu fazlaliklarin kesilmesiyle olusan yapidir. Ancak, pre-miRNA
olusumunda sadece bu protein rol almaz. Aymi zamanda, nuklear cap baglanma
kompleksi CBC, RNA baglanma siirecinde gorevi olan bir C2H2 ¢inko parmak proteini
serrate (SE), Hyponastic leaves 1 (HYL1) ve Dawdle (ddl) proteinlerinden olusan
kompleks iglev goriir (Sekil 2.3) [66].

Olgun miRNA olusumunun en 6nemli elemanlarindan biri olan, DCL (Dicer-Like
Proteins): dsDNA’ya 06zgii endoniikleazlarin RNaz Ill ailesine ait bir proteindir.

Yaklasik 200kDa molekiiler agirligina sahip ve multidomaindir [67]. mIRNA
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biyogenenezinde, tanimlanan 4 DCL’den sadece DCL1 gorev almaktadir. DCL4, DCL3
ve DCL2 genel olarak siRNA siireglerinde rol oynamaktadir [65].

HYL1 (Hyponastic Leaves 1): DCL1’in miRNA siirecinde katalitik bir aktivitesi
varken, hyll ve digerleri dogru se¢im ve etkili bir siire¢ olmasi i¢in gereklidir. Han ve
arkadaglar1 [68], Arabidopsis’te, hyll mutanti olan bitklerde, miR-159, miR-167 ve
miR-171 in baskilandigini1 gostermislerdir.

SE (Serrate): pri-miRNA ve pre-miRNA olusumunda siireci etkileyen regiilator bir
proteindir. Lobbes ve arkadaslar1 [69], SE’nin, DCL1 ve hyll ile protein-protein
etkilesiminde yer aldigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda bazi miRNA’lar1 (miR163,
miR164, miR168, miR171 and miR-JAW), SE’nin miRNA olusumundaki roliinii
incelemek i¢in kullanmislar ve sonu¢ olarak miRNA’lar i¢in gerekli oldugunu rapor
etmislerdir. Pri-miRNA’larin seviyesi artarken, olgun miRNA’lar azalmis. Se-1
mutantlarinda yikima ugramis genlerin miktarinda da azalma gozlenmistir. Bu da SE

proteinin islev kaybinda miRNA olusumun engellendigini ortaya koymaktadir.

Ddl (Dawdle): Cekirdekte lokalize olmus bir RNA baglanma proteinidir [65]. Morris
ve arkadaslar1 [70], Arabidopsis’te, ddI1 mutantlarinin gelisimsel olaylarda gecikmeye

yol actigini, kok, govde, ¢igek ve tohumlarda anomallikerin ortaya ¢iktigini belirtmistir.

CBC (Nuclear Cap Binding Protein): Okaryotik olarak korunmus heterodimerik bir
komplekstir. mRNA splicing ile meydana gelen mRNA’larin 5’m’G yapisina baglanan,
CBP20 (nuclear cap binding protein subunit 2) ve CBP80 (nuclear cap binding protein
subunit 1) igerir [71]. Kim ve arkadaslar1 [72], Arabidopsis’te, CBC’nin
inaktivasyonuyla pri-miRNA seviyelerinin arttigini ancak olgun miRNA’larin da

azaldigini rapor etmislerdir.

HEN1 (HUA-enhancer 1): Ilk olarak, Arabidopsis’te cicek kimligi belirlenmesi ve bitki
gelisiminde rolii oldugu rapor edilen HEN1, daha sonra yapilan galismalarda miRNA-
MIRNA duplekslerini taniyan 6nemli bir metiltransferaz olarak kesfedilmistir [73].
Olgun miRNA’larin 3’ ucunun metilasyonuna yol acarak erken yikimdan korumaktadir
[74]. Beklenmedik 3’ wuridilasyon, ekzoniikleazlar1 harekete gegirerek 3°-5’
degregasyonuna yol agar. Metilasyon bu istenilmeyen olay1 engellemektedir [75]. Aym
zamanda, AGO proteinleri ile baglanma afinitesini arttirarak RISC kompleksi

olusumunda da fonksiyonel bir rolii olabilecegi belirtilmistir [65].
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HASTY (HST) : Metillenmis miRNA dupleksleri, HST araciligyla c¢ekirdekten
sitoplazmaya taginmaktadir. Memelilerde bu isi yapan Exportin-5 proteini, HST nin
ortologudur ve Exp-5 ile yapilan ¢alismalar ¢ok daha fazladir. Arabidopsis’te delesyona

ugratilarak olusturulan hst-3 mutantinda, miRNA seviyelerinin azaldig1 gézlemlenmistir

[76], [77].

AGO (Argonute) Proteini: Sitoplazmaya gegtikten sonra ayrilan miRNA dupleksinin bir
zinciri, ¢oklu protein iceren RISC kompleksinin bir eleman1 olan AGO ile etkilesime
gecer (Sekil 2.3) [78]. AGO yikim aktivitesi ile bilinen bir proteindir ve ayni zamanda
antiviral cevaplarda 6nemli rolii oldugu da belirtilmistir [79]. Yapilan ¢alismalarda, heat
shock protein HSP70 ve HSP90’1n, AGO’nun morfolojik degisikliklerini kolaylastirmak
icin miRNA siirecinde bulundugu gosterilmistir [80].

Bitkilerde pri-miRNA boylar1 ve duplex pozisyonlar1 farkli olabilmektedir. DCL1’in
aktivitesi acgisindan pri-miRNA duplekslerinde alt kolun yaklasik 15 niikleotitlik
boliimiiniin kismen eslesme gostermesi siire¢ i¢in etkili bir baslangigtir. Bu ylizden de
pri-miRNA’nin yapist olduk¢a 6nem tasimaktadir [81]. Zhu ve arkadaslari [82], bazi
pri-miRNA’larin yapisal gesitliliginden dolay1 ¢oklu dal olusturdugunu ve DCL1’in bu
pri-miRNA’lar1 iki yandan da isledigini belirtmislerdir. HYL1, dSRNA’ya baglanir ve
miRNA biyogenezinde aktive olmasi i¢in iki baglanma bolgesi yeterlidir [68]. SE, N-
terminal aracilif ile tek zincirli RNA’ya baglanan bir proteindir. DCL1’in aktivasyonu
icin gerekli olan DCL1 ile etkilesim, SE’nin ¢inko parmak domaini ile
gerceklesmektedir. Boylece SE, pre-miRNA’yr DCL1’in katalitik bolgesine de
ulastirabilmektedir [83]. Pri-miRNA’nin kesiminden sonra pre-miRNA olusumu ve pre-
miRNA’nin stemloop yapisinin da kesilmesiyle dupleks miRNA olusumu, D-body
(dicing body) denilen bolgede gerceklesmektedir. Islem boyunca, ddl denilen bir RNA
baglayici protein ile pri-miRNA’nin ikincil yapisi korunur. miRNA-miRNA dupleksinin
3’ kisminin, metiltransferaz domeinine sahip olan, henl tarafindan metillenmesi
gerceklesir [63], [74]. Metil takilmasi, bu kiigiik RNA’lar1, degrede edici niikleazlardan
korur [75]. Bu islemden sonra ise hayvanlardaki exportin-5 proteinine benzer bir protein
olan HASTY ile olgun miRNA, c¢ekirdekten stoplazmaya taginir. HASTY proteini,
importin-# ailesinden ve niikleostoplazmik bir tasiyici proteindir [76]. Bu duplekslerden
sadece bir tanesi RISC kompleksine dahil olmaktadir. Sitoplazmaya gegis
gerceklestikten sonra mRNA baskilanmasi veya yikiminin gergeklesmesi sitoplazmada
gerceklesir. miRNAlar, hedef mRNAy1 bu anlamda isleme isini asil olarak AGO

16



proteini ile gergeklestirir. Bir RNaz olan argonute, RISC (RNA-induced silencing
complex) kompleksinin i¢inde yer alir ve bu iki iplikten uygun olanmin se¢iminde
etkilidir. Sectigi iplik guide strand olarak adlandirilir. Digeri ise, RISC i¢in substrat
olarak parcalanmaktadir. Hedef mRNA yikimi veya baskilanmasi, miRNA nin RISC
kompleksine entegre olmasi ve AGOL1 araciligla mRNA ile baz eslesmesinin olmasiyla

gerceklesmektedir (Sekil 2.3) [84], [85].
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Sekil 2.3 MiRNA biyogenezi.[17]

2.2.3 miRNA Fonksiyonlari

MiRNA’larin fonksiyonlar1 hakkinda bugiine kadar birgok ¢alisma yapilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda miRNA’larin; hiicre apoptosisi, sag kalimi, hiicre proliferasyonu,
hiicre gelisimi ve farklilagsmasi gibi olaylarda gorev aldigir gosterilmistir. Bitkiler
acisindan bakilacak olunursa, meristem hiicre kimligi, yaprak veya organ morfogenezi
[37], [56], ¢igek farklilasmas1 ve gelisimi [86], oksin sinyali [87] ve stres yanitlar1 [11],

[88] gibi olaylarda rolu oldugu gosterilmistir. Kisaca birgok gelisim donemlerinde,
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ciceklenme zamanlarinda, faz degisim asamalarinda, biyotik ve abiyotik streslere karsi

cevap olusturmada gorevi oldugu sdylenebilir.

Lee ve arkadaslar1 [8], miIRNA’lar ile ilgili ilk ¢aligmalariyla miRNA diinyasina ¢ok
onemli bir giris yapmislardir. C.elegans’ta ilk miRNA olan lin-4’iin kesfinden sonra
ayni yil igerisinde, lin-14 denilen geni hedefleyerek canlinin gelisim evresinde rolii
oldugunu rapor etmislerdir. Ardindan yedi yil sonra 2000 yilinda Reinhart ve
arkadaslar1 [42], let-7 denilen ikinci bir miRNA kesfetmis ve canlinin larva doneminde

gelisimde diizenleyici bir rolii oldugunu rapor etmislerdir.

Palatnik ve arkadaslar1 [37], aslanagzi bitkisinde hiicre boliinmesinde de rolii olan TCP
transkripsiyon faktorelerinin bir tiyesi, CINCINNATA (CIN) genlerinin miRNA, ile
baskilanarak yaprak morfolojisinde degisime sebep oldugunu gostermislerdir. CIN geni
eksikliginde yapraklarda burusukluk gozlenmekte ve CIN mutantlariyla bu agik bir
sekilde goriilmektedir. miR-Jaw olarak bulunan yeni bir mi-RNA ile CIN geninin
baskilanmasiyla da ayni fenotipik sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alisma miRNA’larin

yaprak morfolojisindeki roliinii kanitlamaktadir.

Nikovics ve arkadaglar1 [89], CUC2 geninin miR-164 ile kontrol edildigini ortaya
koymuslardir. NAM/CUC3 ailesinin bitkiye 6zgiin transkripsiyon faktorlerinden olan,
CUP-SHAPED COTYLEDONS2 (CUC2) geninin bazilar1 organ sinirlarinin
belirlenmesinde gorev alir. Yapragm tirtikli kisimlarinin i¢ tarafinda CUC2 ifade edilir.
Dolayisiyla CUC2’nin islev kaybina ugramasiyla yaprak kenarlar1 diiz ya da az tirtikli
olur. miR-164 fonksiyonunun kaybinda ise CUC2 genini baskilayan bir miRNA
olmadigindan dolay1 ifadesi artar ve buna bagl olarak yaprak tirtik orani da artis
gosterir. MIR164 genlerinin mutasyonuyla da yine CUC2 aktivitesinin devam ettigi

gorilmiistir.

Poethig [90], miR156 ve miR172 arasindaki iliski konusunda benzer c¢alismalar
yapmistir. miR-156’nin  Arabidopsis’te SPL (SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN LIKE) genlerini hedefleyerek, gen¢ fazi uzattigimi rapor etmistir. SPL,
bitkinin gecis evrelerinde rol alan bir proteindir. Yabani bitkilerde, bitki yaslandikca
mMiR-156 seviyesi azalir ve SPL ifadesi gerceklesir. Boylece bitki geng fazdan olgun
faza gecis yapar. Calismanin sonucunda, miR156 nin asir1 ifadesi bitkiyi uzun siire
geng fazda tutuyor, miR-156’ya direncli olanlarda olgun faza gecis erken gerceklesiyor.
Ayni zamanda miR-156’y1 islev kaybina ugrattiklarinda ¢ok daha kisa bir geng faz

18



gbzleniyor. Tiim bunlar da miR-156’nin ¢igeklenme zamani ve vejatatif faz degisim

asamalarindaki roliinii kanitlamaktadir.

Aukerman ve Sakai [86], calismalarinda miR-172’nin ~ APETELA 2 (AP2)
transkripsiyon faktorlerini hedef alarak, Arabidopsis’te erken ciceklenmeye sebep
oldugunu gostermislerdir. miR172 seviyesi arttiginda AP2 benzeri proteinlerin
seviyesinde azalma oluyor ve belli bir zaman sonra ¢igeklenme gerceklesiyor. Misirda,
yiiksek ifade edildiginde faz degisimini erteleyen glossyl5 geni gibi, AP2 benzeri
transkripsiyon  faktorlerinin  Arabidopsis’te miR-172 tarafindan  hedeflendigi
gozlemlenmistir [38], [86]. Poetig ve arkadaglar1 [91] ise miR-156 ve miR-172’nin
birbirlerine zit bir sekilde calistigini ortaya koymuslardir. miR-156 azaldiginda SPL
ifadesi artar, SPL’nin artmasi miR-172’nin aktivasyonuyla sonug¢lanir. miR-172’nin

ekspresyonuyla AP2 benzeri proteinler azalir ve erken ¢igeklenme gerceklesir.

Mallory ve Bartel [87], oksin cevap faktorlerinden olan ARF10, ARF16 ve ARF17’nin
miR 160 tarafindan hedeflendigini rapor etmislerdir. miR-160’a direngli ARF17 bitkileri
olusturup, aralarindaki iligkiyi daha iyi bir sekilde aciklamislardir. miR-160’a direncli
bitkilerde ARF asir1 ekspre edilmis ve dolayisiyla gelisim bozukluklari goriilmistiir.
Ayni zamanda miR-167'nin de, ARF6 ve ARF8 genlerini hedefledigini tespit
etmislerdir. Benzer bir calisma Wang ve arkadaglar1 [56] tarafindan yapilmis ve miR-

160’1n kok sapkasi gelisiminde rolu oldugu gosterilmistir.

Chiou ve arkadaslar1 [92] fosfat a¢lig1 olan Arabidopsis bitkisinde, miR-399 seviyesinde
bir artis gozlemlemislerdir. miR-399 ubikitin-conjugate enzimi olan E2 yi hedefleyerek
fosfat alimiminm1 gergeklestirmektedir. Bu ¢alismayla da, miRNA’larin Pi hemostasisini

kontrol etmede ve dolayisiyla bitki stresine karsi cevapta rolii oldugunu gorebiliyoruz.

Achard ve arkadaslar1 [53], Arabidopsis’te yaptiklar1 bir c¢aligmada, miR-159’un
ciceklenmeyi geciktirdigini belirtmislerdir. GAMBY-iliskili proteinlerin transkriptlerini
hedefleyerek, giberelline cevap olusturmada etkisi oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zmanda,

anter gelisimini etkiledigini de géstermislerdir.

Kutter ve arkadaglar1 [93], miR-824’iin stoma yogunluk ve gelisiminde rol aldigim
gostermislerdir. Hedefi ise AGL-16’dir. Fonksiyonunu daha iyi belirleyebilmek i¢in,
miR-824’¢ direngli bitkiler olusturmuslar. Bunun sonucunda AGL16 mRNA’larinin

yikimi engellenerek stomalarin goriilme sikliginda artma gbézlenmistir. Buna zit olarak,
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yabanil tiplerde miR-824 seviyesinin artmasiyla hedef transkript ifadesi azalmis ve buna

paralel olarak stomalarin oraninda da azalma meydana gelmistir.

Tuz stresine cevapta da miRNA’lar ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir. Basta yine
Arabidopsis olmak iizere piring ve misirda da ¢alisma bulunmaktadir. Arabidopsis’te
tuz stresine cevapta, miR-156, miR-158, miR-159, miR-165, miR-167, miR-168, miR-
169, miR-171, miR-319, miR-393, miR-394, miR-396 ve mMiR-397’nin ifadelerinin
yiiksek olmasi, strese karsi cevapta rolleri oldugunu gostermistir [54]. Tuz stresine
maruz kalmis misir bitkisinde de, bitki gelisim ve organ olusumundan sorumlu olan
transkripsiyon faktorlerini hedef alan bazt miRNA’larin tuz stresine cevapta rolu oldugu
gosterilmistir. Bu transkripsiyon faktorleri ve bunlari hedef alan miRNA’larin bazilari
sunlardir; Myb-zma-miR159a/b, NAC1-zmamiR164a/b/c/d ve hemodomain-leucine
zipper protein (HD-ZIP)-zma-miR1991/m. Bu sonuglar Arabidopsis ve piringte de
gorilmistiir [11].

Tuz stresinin yaninda, kuraklik stresine karsi cevapta da miRNA’larin rol aldig1 yapilan
calismalarla desteklenmistir. Kuraklik stresi mevcut oldugu durumda, Arabidopsis’te,
ABA sinyal mekanizmasindan sorumlu genleri (MYB101 ve MYB33) baskilayan miR-
159’un yiiksek miktarda ifade edildigi rapor edilmistir [94].

Arabidopsis’te her iki strese de cevapta islev géren miR-159, miR-167, miR-168, miR-
169, miR-393 ve mMiR-396 gibi miRNA’lar da mevcuttur. Fakat, farkli streste farkli
anlatim yapmalari daha olasi bir durumdur. Ornegin; kurakli stresinde ifade edilen bazi
miRNA’lar, tuz stresinde daha az ifade edilmektedir. Kuraklik stresi altinda, oksin
sinyallenmesinde pozitif diizenleyici rolii olan TIR1’i hedefleyen miR-393, tuz stresine
maruz kaldiginda F-box (bHLH) transkripsiyon faktérelerini hedeflemistir. Misirda
kuraklik stresinde miR-167, kuraklik stresine karsi direngte diizenliyici etkisi olan
PLD’yi (phospholipase D) hedef alirken, tuz stresinde ise ARF genlerini hedef
almaktadir. Piringte ise miR-393 ve miR396, her iki stres ile kars1 karsiya geldiginde
ifadesi artar ve 71 genlerini hedeflemektedir [88].

Gao ve arkadaslar [58], piringte yaptiklar1 bir calismasinda, miR-396’nin tuz ve alkali
stresine cevapta negatif bir diizenleyici oldugunu rapor etmislerdir. Tuz ve alkali
stresine cevapta rolu olan transkripsiyon faktorelerini hedefleyerek, strese karsi

toleransin azaldigin1 gostermislerdir.
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2.2.4 miRNA’larin belirlenmesi

MiRNA’larin tespit edilmesi ve hedeflerinin belirlenmesi i¢in kullanilan birka¢ yontem
bulunmaktadir. Direkt klonlama, qRT-PCR, derinlemesine dizileme ve hibridizasyon bu
yontemler arasindadir [63]. Direkt klonlamada belli asamalardan olusan cDNA
kiitiiphanesinin kurulmasi esastir. Total RNA izolasyonunun ardindan kii¢iik RNA’lar
jelde ayrildiktan sonra 3° ve 5° uglarina adaptorler eklenir. Reverz transkripsiyon ile
c¢DNA’ya doniistiiriilir ve cDNA’lar klonlanir. Son olarak dizileme yapilir [95]. qRT-
PCR, yiiksek hassasiyetli, giivenilir ve pratik olmasindan dolay1 en ¢ok tercih edilen
yontemlerden biridir. Cift zincirli DNA’ya baglanan florasan bir boya kullanilarak es
zamanlt bir ¢ogaltim prensibine dayanir. Cogalma gerceklestikge boya DNA zincirleri
arasina girer ve 1sima olusturur. Dolayisiyla 1s51ma miktar arttikga ¢ogalmada artar.
Fakat boya asil istenen molekiile degil ayn1 zamanda non-spesifik {iriinler olustuysa
onlara da baglanabilmektedir. Bu durumu engellemek i¢in erime egrisi olusturulur.
Orneklerin erime sicakligina gére erime grafiginde tek pig varsa kontaminasyon yok
demektir [96], [97]. Bir diger yontem olan derinlemesine dizileme, RNAseq olarak da
adlandirilmaktadir. Daha onceki ¢alismalarda yillar siiren genom analizi ¢alismalar1 bu
yontem ile birka¢ giine indirgenebilir. DNA fragmentleri zarar gérmeden defalarca
okunabilir [97]. Son olarak, hibridizasyon yontemi, northern blot, in situ hibridizasyon
ve mikroarray tekniklerini kapsamaktadir. RNA &rnekleri poliakrilamid jelde
biiyiikliiklerine gore ayrilir. Ikinci olarak RNA’lar naylon membrana transfer edilir ve
son olarak RNA sekanslarina komplementer olan radyoaktif bir prop ile RNA’lar
hibridize olur. ilgili miRNA’nin ifade seviyesini tespit etmek icin kullanilan bir
yontemdir. Fakat fazla miktarda ornek gerektirmesiyle ve zaman alict olmasiyla
dezavantajlara sahiptir [98]. In sitii hibridizasyon, lokalizasyon ve seviye belirlemek
i¢in, birka¢ adimda yapilan klasik hibridizasyonlara kiyasla sentetik RNA problariyla
miRNA’lar direk hibridize olabilir. Son zamanlarda locked nucleic acid (LNA) problari
kullanilmaya baslanmustir. Ozellikle olgun miRNA’lar ile yiiksek baglanma egilimleri
vardir [63]. Son hibridizasyon yontemi microarray, cam gibi kati yiizeyler ya da naylon
membranlar kullanilarak yapilir. Problar gen veya bolgeye 6zel olarak dizayn edilir.
Genomik boyutta gen ifade profillemesi [99], DNA polimorfizmi belirlenmesi [100],
epigenetik calismalar [101] ve miRNA ifade profilinin ¢ikarilmast [102] gibi bir¢cok
calismada kullanilmaktadir. Son zamanlarda hizli sonuglar elde etmeyi saglayan
biyoinformatik yontemler de sik kullanilmaktadir. Daha Onceden tespit edilmis bir

miRNA’nin bagka bir canlida olup olmadigini belirleyebilmek i¢in miRNA genlerinin
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ya da hedeflerinin homologlarinin aranmasi gereklidir. Homolog arama g¢alismalarinda
biyoinformatik yontemler kullanilmaktadir [97]. Biyoinformatik yontemlerle yapilan bir
calismada Brachypodium distachyon bitkisinde 19 miRNA ailesine ait 26 miRNA tespit
edilmistir [35].
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BOLUM 3

METARYAL METOD

3.1 Bitki Metaryali

Calismada kullanilan findik dokulart Giresun Findik Arastirma Enstitiisii'nden
saglanmistir. Corylus avellana L. ve Corylus colurna L. olmak iizere iki findik tiiriiniin
3 er bitki 6rneginden, yaprak, piiskiil, tomurcuk ve karanfil dokular1 kullanilmstir.
Corylus avellena tomurcuk dokusu (TT), Corylus avellena piiskiil dokusu (TP), Corylus
avellena karanfil dokusu (TK), Corylus avellena yaprak dokusu (TY), Corylus colurna
tomurcuk dokusu (CT), Corylus colurna piiskiil dokusu (CP), Corylus colurna karanfil

dokusu (CK) ve Corylus colurna yaprak dokusu (CY) olarak adlandirtlmigtir.

3.2 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu “Exigon miRCURY™ RNA Isolation Kit” protokoliine gore
gerceklestirilmistir. Her bir doku 6rnegi 50 mg olacak sekilde tartilir ve dondurulmus
havan igerisine konulur. Sivi azot ile muamele edilerek, iyi bir sekilde parcalanip toz
haline getirildikten sonra mikrosantrifuj tiiplerine aktarilir. Bu islemleri buz iizerinde
yapmaya 6zen gosterilmelidir. Tiiplere alinan 6rneklerin tizerine 600 pl lizis solusyonu
eklenir. Ardindan 2 dk 14.000 xg’de sentrifuj edildikten sonra pellet atilir ve
supernatant baska bir RNaz’siz tiipe aktarilir. Aktarma islemi sirasinda pipet ile
Olctimleri yapilarak not edilir. Not edilen Ol¢limlerle esit miktarda olacak sekilde,
%70’1lik etanol, orneklerin iizerine ilave edilir. Ardindan kitte bulunan toplama
tiiplerinin igerisine kolonlar yerlestirilir. Etanol eklenmis olan her bir 6érnekten 600 pl
alinip, kolonlara aktarilir. 1 dk 3500 xg’de sentrifiij edilir ve kolondan gegen sivi1 atilir.

Tim lizat toplama tiipiine gegmediyse, 1dk 14.000 xg’de tekrar sentrifiij yapilir. Kolon
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filtresinden gecemeyip kolonda kalan maddeler ¢alismada kullanacagimiz RNA’lar
veya mMiRNA’lardir. Bu islemden sonra orneklerin {izerine 400 ul yikama solusyonu
eklenir ve 1 dk 14.000 xg’de dondiiriiliir. Bu islem 400 pl eklenerek iki kez daha
yapilir. Son yikama isleminde yine 400 pl yikama solusyonu eklenerek, bu sefer 2dk
14.000 xg’de sentrifiij edilir. Her defasinda kolondan gegenler uzaklastirilir. Yikama
isleminin hemen ardindan, kolonlar elusyon tiiplerine yerlestirilir ve iizerine 50 pl
eliisyon tamponu ilave edilir. 2 dk 200 xg ardindan 1 dk 14.000 xg sentrifiij edilerek
islem tamamlanir. Izolasyon sonucunda elde edilen RNA konsantrasyonlar1 Nanodrop

spektrofotometre cihazi ile dlgiilerek varligi ve kalitesi kontrol edilmistir.

3.3 Revers Transkripsiyon PCR (RT PCR)

cDNA sentezi, “Exiqon miIRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR Kit”
protokolune uygun olacak sekilde gergeklestirilmistir. Nanodrop ile Olgiilen RNA
ornekleri, konsantrasyon 5 ng/ul olacak sekilde ayarlanir. Kitte verilen miktarlara gore

her bir 6rnek icin reaktifler eklenir.

Reaktifler eklenirken iglemlerin buz tizerinde yapilmasina ve reaktiflerin isleme
sokulmadan once nazikge vortekslenmesine dikkat edilmesi gerekir. 5x reaksiyon
tamponundan 2 pl, niikleazsiz sudan 5 pl ve 1 pul enzim karigimi eldeki 6rnek sayisina
gore hazirlanmis her bir tiipe dikkatli bir sekilde eklenir. Son olarak 2’ser ul RNA
ornekleri eklenerek total hacim 10 pl’ye tamamlanir (Cizelge 3.1). Bu asamadan sonra,
cDNA sentezinin son adimi1 olan inkiibasyon islemi gelir. Her bir 6rnek once, 42 °C’de
60 dakika, ardindan 95°C’de 5 dakika 1s1 isleminden gecer. Olusan cDNA {iriinleri
4°C’de depolanabilir.

Cizelge 3.1 Ters Transkripsiyon Reaksiyon Reaktifleri

REAKTIFLER MIKTARLAR

5x Reaksiyon Tamponu 2 uL
Niikleazsiz su 5uL
Total RNA 2 uL
Enzim Karsim 1 uL
Total Hacim 10 uL

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda bitkilerde korunmus oldugu tespit edilen, miR-159,
miR-171, miR-396 ve miR-8123 miRNA’lar1 (Cizelge 3.2), ileri ve geri primerleri

olmak iizere, revers transkripsiyon islemi i¢in kullanildi. Ana stokta bulunan 100
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uM’lik primerler, niikleazsiz su kullanilarak 10 uM’a seyreltildi. 1 pl ileri (forward)
primer, 1 pl geri (reverse) primer, 1 pl cDNA 6rnegi, 5 pul master mix PCR karigimi ve
17 ul RNaz’siz su eklenerek yavasca karistirildi ve PCR yapildi. PCR firiinleri elde
edildikten sonra, 4 ul 6rnekler %1 lik agaroz jelde yiiriitiildii.

3.4 Real Time PCR (gPCR)
Agilent Kit protokoliine gore ilk olarak poliadenilasyon reaksiyonu gerceklestirilir.

Ardindan cDNA sentezi ve Real-Time PCR yapilir.

Poli-A Reaksiyonu: 4 ul 5x poly-A tamponu, 1 ul JATP ( 10 mM ), 12 pl RNazsiz su, 1
ul polimeraz (E.coli PAP) ve 2 ul total RNA, 20 pl olacak sekilde karistirilir. Ardindan,
37 °C’de 30 dk ve sonra 95 °C’de 5 dk inkiibe edilir. Uriinler -80 °C’de saklanur.

cDNA Sentezi: Poly-A reaksiyonu gergeklesen tiipler ayri tutularak, cDNA sentezi igin
yeni RNasiz tiipler isimlendirildi. 2 pl 10x Affinity buffer, 0.8 pl ANTP karigimi, 1 pl
RT adapter primer, 1 pul RNaz block enzim karisimi, 4 pl poly-A reaksiyonu yapilan
ornek ve 11.2 pl su olacak sekilde 20 pl’lik karisim, 55 °C’de 5 dakika, 25°C’de 15 dk,
42°C’de 30 dk ve 95°C’de 5 dk inkiibe edilir.

Real-Time PCR: Elde edilen cDNA o6rneklerinden 1 pl, master karigim 12,5 pl, geri
primer 1 pl, ileri primer 0,33 pl ve 10.7 pl RNazsiz su olmak iizere toplamda 25 pl
olacak sekilde soliisyon hazirlanir. Daha sonra plate igerisine dikkatli bir sekilde
eklenerek cihaza konur. Ayni zamanda her miRNA i¢in igerisinde miRNA olmayan
non-template kontrol de plate igine eklenir. Orneklerin gercek zamanli olarak
cogalmalar1 grafiksel olarak gosterildi. Real-Time PCR isleminde kullanilan primerler

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Real-Time PCR i¢in Kullanilan Primerler

Primerler ileri Tm Geri Tm
MiR-159 5 -GTGGGTTTGGATTGAAGGG -3°  57°C  5-GTGCAGGGTCCGAGG -3’  56°C

miR-160 5’- TTGTGCCTGGCTCCCTGT -3’ 58°C  5’- GTGCAGGGTCCGAGGT -3* 56°C
miR-171 5’-GTTTTGATTGAGCCGTGCC -3’ 57°C 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT -3*  56°C
miR-396 5’-GTTGGGGTTCCACAGCTTT -3’ 57°C 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT -3  56°C
miR-2919 5-TTTTTTTCCCCCCCCCCC - 3 58°C 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT -3*  56°C
miR-8123 5’- GTTTGGGAACACGGTAAC- 3’ 57°C 5’- GTGCAGGGTCCGAGG- 3’ 56°C

25




BOLUM 4

SONUCLAR

4.1 Total RNA izolasyonu

MIRNA analizi ger¢eklestirilecek olan yaprak, karanfil, piiskiil ve tomurcuk dokulari
exigon kiti ile izole edildikten sonra NanoDrop cihaz1 ile tiim &rneklerin
konsantrasyonlar1 6l¢iildii. NanoDrop ile dl¢iimden elde edilen verilere gére, Corylus
avellena (Tombul Findik) tiiriiniin piiskiil dokusundaki total RNA miktar1 69,5 ng/uL,
karanfil dokusunda 37,3 ng/uL, tomurcuk dokusunda 68,8 ng/uL ve yaprakta 50 ng/uL
iken, Corylus colurna (Tiirk Findigi) tiirtintin piiskiil dokusundaki total RNA miktari
48,3 ng/uL, karanfil dokusunda 50,5 ng/uL, tomurcuk dokusunda 51,8 ng/uL, ve
yaprakta 50 ng/uL olarak 6l¢iildii. (Cizelge 4.1 ) Niikleik asitlerin konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde kullanilan en 1yi deger 260 nm’dir. Ciinkii niikleik asitler 15181 en 1yi bu
degerde absorblar. Proteinler i¢in bu deger 280 nm’dir. Bu nedenle Ajeo/2s0 Orani
niikleik asitlerin safliginin belirlenmesinde kullanilir. Bu oran sonucu yaklasik olarak
2.0 degerini vermelidir. Bu sonuca yakin degerler 6rneklerde protein kontaminasyonun
olmadigint gostermektedir. Bizim sonuglarimiz da bu degere yaklasik veriler elde
edilmistir. Protein kontaminasyonu mevcut degildir. NanoDrop sonuglarma goére bu
oran, TP i¢in 1,71, TK i¢in 2,34, TT i¢in 2,13 ve TY igin 1,6 dir. CP i¢in 2,07, CK i¢in
2,09, CT i¢in 1,98 ve CY igin 1,8 olarak dl¢tilmiistiir. (Cizelge 4.1)

4.2 Reverse Transkripsiyon PCR

Total RNA konsantrasyonlarinin  Olglimiinden sonra, RNA’nin cDNA’ya

dontstiiriilmesi i¢in  Exiqon ¢cDNA kiti ile ters transkripsiyon PCR ger¢eklestirildi.
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Ardindan jel elekrtoferezi yapildi. Bu islem igin miR159, miR171, miR396 ve miR8123
kullanild1 (Cizelge 3.2). Tombul findik ve Tirk findigmin piskiil dokulari
karsilastirildi.

e e —
M12 3 45¢6 7 8

Sekil 4.1 Ters transkripsiyon islemi
yapilan miRNA’larin jel goriintlisti. M :
Marker, 1: CP159, 2: CP171, 3: CP396,
4: CP8123, 5: TP159, 6: TP171, T:

Jel elektroferez sonucuna gére TP dokusunda miR171’in digerlerine gore daha fazla
ifade edildigi goriilmektedir. Aymi dokuda miR396 i¢in herhangi bir bant
goriilmemektedir. CP dokusunda miR396’nin da, Corylus colurna tiiriiniin diger
dokularina gore daha yiiksek ifade edildigi goriilmektedir. cDNA’lar miRNA’lardan
cogaltildigi igin bantlar beklenilen boyutta gézlenmektedir (Sekil 4.1).

Ancak primer dimer gibi herhangi bir yanlis ¢ogalma sonucu bir bant goriintiisii olma
thtimali {izerinde durularak Real Time PCR ile ¢cogalmanin daha kontrollii izlenmesi

tercih edilmistir.
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4.3 Real-Time PCR
RNA izolasyonundan sonra Real-Time PCR igin, Poly A Ekleme, cDNA eldesi ve Real-

Time PCR iglemi olarak 3 basamaktan olusan Agilent Kiti kullanildi. Real-Time PCR

sonuglarina gore elde edilen grafikler her bir miRNA i¢in ¢cogalma ve erime grafikleri

olarak iki sekilde gosterilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 miR159’un Real-Time analiz grafigi. A) Cogaltim grafigi, B) Erime egrisi

grafigi

Cizelge 4.1 miR159’un Real-Time Sonucuna gore Floresans, Cq ve Tm degerleri

Kuyucuk  Kuyucuk Ady

Al

L E R X ER

CcT159
CP159

§38833338¢

L]

AR Son
2384,623
2331,690
1823,794
2619,521
2570,051
2186,183
2518,261
2591,781
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Cq(3R)

22,84
27,51
21,58
21,04
19,47
26,51
21,38
19,01

Tm Uriin 1 (-R'(T))
81,00
21,50
79.00
79,50
79,00
20,00
79,00
79,50



Sekil 4.2 A’da Corylus colurna ve Corylus avellena findik tiirlerinin tomurcuk, piiskiil,
yaprak ve karanfil dokularinda miR159 ile yapilan ¢ogaltim goriilmektedir. Yesil egri
CT dokusunu, pembe egri CP, mor egri CY ve bordo egri CK dokusunu temsil ederken,
turuncu egri TT dokusunu, kirmizi egri TP dokusunu, sar1 egri TY dokusunu ve mavi

egri TK dokusunu gostermektedir. Sekil 4.2 B’deki grafik ise erime egrisi grafigidir.

Floresans degeri ne kadar yiiksek ise cogalma o kadar fazla demektir. Sekil 4.2°de
goriildiigii gibi en yiiksek miR159 ifadesi bordo renk ile temsil edilen Corylus colurna
karanfil (CK159) dokusundadir ve floresans degeri 2619,521°dir. Cq degeri ¢ogalma
egrisinin, thresold cizgisiyle kesistigi yerdeki degerdir. Thresold ¢izgisi mavi tiggeni
takip eden koyu mavi kalin ¢izgidir (Sekil 4.2 A). Bu deger iiriiniin hizli bir sekilde ilk
cogalmaya basladigr dongii sayisiyla baglantilidir ve CK159’un Cq degeri 21,04 tiir.
(Cizelge 4.1) Digerlerine gore en az ifade ise Corylus colurna yaprak (CY159)
dokusundadir. Floresans degeri 1823,794 ve Cq degeri 21,58’dir. Genel anlamda
bakildig1 zaman iki findik tiiriiniin dort dokusunda da miR159’un ¢ogalma gosterdigi
goriilmektedir. Erime grafigine bakildigi zaman ise tiim Orneklerde tek pig

goriilmektedir. Bu 6rnegin temiz oldugunu gostermektedir (Sekil 4.2 B).
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Sekil 4.3 miR160’1n Real-Time analiz grafigi. A) Cogaltim grafigi, B) Erime egrisi
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Cizelge 4.2 miR160’m Real-Time Sonucuna gore Floresans, Cq ve Tm degerleri

AUYUCUE KRUYUCUE AWl [euel an son wygian) 1m urun i (-X'{1))
81 CT160 SYSR 748,281 33,06 83,50
82 CP160 SYSR 585,956 35,74 81,%
83 gl SYSR 1407,410 9.2 80,%
B4 X160 SYSR 1215,954 3,0 82,00
B5 TT160 SYSR 1620,338 27,74 81,50
86 TP160 SYSR 837,025 34,44 81,50
87 TY160 SYSR 1402,701 29,51 80,50
88 TKI60 SYSR 1601,622 27,5 82,00
810 NTC SYSR 10,373 No Cq 65,00

Sekil 4.3 miR160’mn cogaltim ve erime grafigini gostermektedir. Yesil egri CT
tomurcuk dokusunu, pembe egri CP dokusunu, mor egri CY ve bordo egri CK
dokusunu temsil ederken, turuncu egri TT dokusunu, kirmizi egri TP dokusunu, sari

egri TY dokusunu, mavi egri TK dokusunu ve siyah egri ise NTC’yi gostermektedir.

En fazla ¢ogalma TT ve TK dokularinda goriilmektedir (Sekil 4.3 A) ve floresans
degerleri sirastyla 1620,338 ve 1601,622°dir. Cq degerleri ise 27,74 ve 27,51 dir
(Cizelge 4.2). En az cogalma ise 748, 281 floresans degeri ile CT dokusunda
goriilmektedir. Grafikte NTC egrisinin diiz olmasi temiz oldugunu gostermektedir.
Ancak erime grafigine bakildiginda pembe egri ile temsil edilen CP dokusu ufak iki pig
igermektedir (Sekil 4.3 B). Bunun anlami 6rnek igerisinde 6zgiil olmayan iriinlerin
olabilecegidir. Fakat NTC’de dikkate deger bir pig goriilmediginden dolayr genel

anlamda az miktarda da olsa ¢ogalma vardir (Sekil 4.3 B).
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Sekil 4.4 miR171’in Real-Time analiz grafigi. A) Cogaltim grafigi, B) Erime egrisi
grafigi

Cizelge 4.3 miR171’in Real-Time Sonucuna gore Floresans, Cq ve Tm degerleri

Kwucuk KuyncukAdi  Hedef AR Son Cq(AR)  TmUriin1(-R'(T))
ct cTin SYBR 2866,618 2,9 82,00
c2 CP171 SYBR 2638,214 29,32 81,00
c3 o SYSR 3207,895 24,56 79,00
ca K174 SYBR 3077570 26,23 79,50
cs TN SYBR 2919,284 23,23 79,50
6 TP SYSR 1882,116 2919 80,50
c7 ™I SYBR 3488,026 23,85 79,50
c8 TKIT SYBR 3050,863 23,38 79,50
cto NTC SYBR 554,823 34,59 81,50

Sekil 4.4 miR171’in ¢ogaltim ve erime grafigini gostermektedir. Yesil egri CT
dokusunu, pembe egri CP dokusunu, mor egri CY ve bordo egri CK dokusunu temsil
ederken, turuncu egri TT dokusunu, kirmizi egri TP dokusunu, sar1 egri TY dokusunu,

mavi egri TK dokusunu ve siyah egri NTC’yi gostermektedir.

miR171 i¢in en fazla ¢ogalma her iki tiiriin de yaprak dokusunda goriilmektedir. TY *nin
floresans degeri 3488,026 ve CY’nin floresan degeri ise 3207,895tir (Cizelge 4.3).

Fakat burada istenmeyen bir durum séz konusudur. Ciinkii NTC’de az da olsa bir
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cogalma goriilmektedir. Ayn1 sekilde erime grafiginde de kiiciikk bir pig olusumu
gozlemlenmektedir (Sekil 4.4 B). Bu kontaminasyon oldugunun bir gostergesidir. Bu

nedenle kesin sonug elde edilememistir ve tekrarlanmalidir.
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Sekil 4.5 miR396 nin Real-Time analiz grafigi. A) Cogaltim grafigi, B) Erime egrisi
grafigi

Cizelge 4.4 miR396 nin Real-Time Sonucuna gore Floresans, Cq ve Tm degerleri

Kuucuk KuyscukAdi  Hedef  ARSon  CqAR  TmUrin1(-R'(T)
) CT3% SYBR 1226,677 33,05 82,%0
n2 CP3I%6 SYBR 1217,081 35,18 81,00
03 CY3% SYBR 2682 424 25,7 79,50
D4 K396 SYBR 1338,959 31,84 80,50
05 TT39% SYBR 2254,076 28,85 80,00
D5 P39 SYER 1384792 32,40 80,50
o7 TY3% SYER 2619,584 25,46 80,00
08 THI% SYSR 2350,404 28,% 80,00
010 NTC SYBR 1155,477 33,32 81,00

Sekil 4.5 miR396 nin ¢ogaltim ve erime grafigini gostermektedir. Yesil egri tiirtiniin CT
dokusunu, pembe egri CP dokusunu, mor egri CY ve bordo egri CK dokusunu temsil
ederken, turuncu egri TT dokusunu, kirmiz1 egri TP dokusunu, sar1 egri TY dokusunu,

mavi egri TK dokusunu ve siyah egri NTC’yi gostermektedir.
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miR396 genel anlamda ¢ogalmis gibi goziikmektedir fakat erime grafigine bakildig:
zaman belirli miktarda bir ¢ogalma oldugu goriilmektedir. Bu da kontaminasyon

oldugunu gosterir ve tekrarlanmasi sarttir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6 miR2919’un Real-Time analiz grafigi. A) Cogaltim grafigi, B) Erime egrisi
grafigi

Cizelge 4.5 miR2919’un Real-Time Sonucuna gore Floresans, Cq ve Tm degerleri

Kwucuk KuyncukAdi  Hedef AR Son Cq(AR)  Tm Uriin1(-R'(T))

E1 fariil] SYBR 419,374 7,9 83,00
124 2919 SYER 429,738 31,04 81,50
£ 2919 SYBR 378,735 28,53 81,%
E4 2919 SYBR 666,292 25,58 81,50
€5 2919 SYBR 669,536 24,43 81,00
£ ™ne SYSR 621,974 27,84 81,50
7 2919 SYBR 701,401 26,67 81,00
€8 2519 SYBR 1269,060 2,4 81,00
€10 NTC SYER 3,435 NoCq 65,00

Sekil 4.6 miR2919’un ¢ogaltim ve erime grafigini gostermektedir. Yesil egri CT
dokusunu, pembe egri CP dokusunu, mor egri CY ve bordo egri CK dokusunu temsil
ederken, turuncu egri TT dokusunu, kirmiz1 egri TP dokusunu, sar1 egri TY dokusunu,

mavi egri TK dokusunu ve siyah egri NTC’yi géstermektedir.
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miR2919, tiim miRNA’lar ile karsilastirildiginda tiim dokularda en diisiik ifade edilen
miRNA olarak goriilmektedir. Kendi icerisindeki dokulara kiyasla en yiiksek ifade TK
dokusunda goriilmektedir ve floresans degeri 1269,060’tir. CY ise en diisiik ifade
edildigi dokudur (Cizelge 4.5). Erime grafiginde Tm degerlerine de bakilirsa tiim
ornekler tek pig igermektedir. Herhangi bir kontaminasyon goriilmemektedir (Sekil 4.6
B).
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Sekil 4.7 miR8123’iin Real-Time analiz grafigi. A) Cogaltim grafigi, B) Erime egrisi
grafigi

Cizelge 4.6 miR8123’iin Real-Time Sonucuna gore Floresans, Cq ve Tm degerleri

Kmucuk KmucukAdi  Hedef AR Son CqAR  TmUrin1(-R(T))
F1 (arirs SYBR 290,511 35,07 85,00
R CP8123 SYBR 46,333 33,4 67,00
3] CYs123 SYBR 1212,180 31,5 81,00
Fa CX3123 SYBR 1454,021 30,46 82,00
F5 TT8123 SYBR 132,742 28,93 81,5
6 TP8123 SYER 708,720 33,48 81,50
7 TY3123 SYSR 922,388 Er %3 81,00
2] T®3123 SYBR 1279,476 31,24 52,00
Fi0 NTC SYSR 29,330 No Cq 47,50

34



Sekil 4.7 miR8123’lin ¢ogaltim ve erime grafigini gostermektedir. Yesil egri CT
dokusunu, pembe egri CP dokusunu, mor egri CY ve bordo egri CK dokusunu temsil
ederken, turuncu egri TT dokusunu, kirmiz1 egri TP dokusunu, sar1 egri TY dokusunu,

mavi egri TK dokusunu ve siyah egri NTC’yi gostermektedir.

miR8123, miR2919’dan sonra en az ifade edilen miRNA’dir. Kendi igerisinde diger
dokulara gore en yiiksek ifadesi TT dokusunda goriilmektedir ve floresans degeri
2132,742’dir. En az ise 66,333 floresan degeri ile CP dokusundadir (Cizelge 4.6). Erime
grafigi, ifade miktar1 az oldugundan ¢ok net degildir. TY dokusunda iki pig
goriilmektedir (Sekil 4.7 B). Bu nedenle bu doku hakkinda ifadesi konusunda kesin
bilgi yoktur. Fakat NTC’de herhangi bir g¢ogalma goriilmemektedir. Dolayisilya
miR8&123 findik bitkisinde az miktarda da olsa ¢ogalmustir.
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BOLUM 5

TARTISMA VE ONERILER

Bir¢ok molekiiler yolakta yer alan ve post-transkripsiyonel agamada onemli rollere
sahip olan miRNA’lar ile ilgili giinlimiize dek birgok calisma yapilmistir. Bitkilerde
genel olarak mRNA’nin yikimindan sorumlu miRNA’lar, hashas [97], bugday[12],
pamuk[13], patates[60], muz [15], misu[11] piring [10] ve cogunlukla Arabidopsis
olmak {izere ¢ogu bitkide calisilmistir. Bu calismada iki ayr1 findik tiiriine ait bazi

korunmus miRNA’larin tespiti amaglanmastir.

Real-Time PCR sonuglarina gore kullandigimiz 6 miRNA’nin 3 tanesi (miR160,
miR2919 ve miR8123) az ya da ¢ok ¢ogalma gostermistir. MiR171 ve miR396
grafiklerinde sorunlarla karsilasilmistir. Ozellikle erime grafiklerinde temiz sonuglar
elde edilememistir. Bu nedenle bu miRNA’lar icin deneyin tekrarlanmasi

gerekmektedir.

miR159’un ¢igeklenme siirecinde etkili olup ge¢ ciceklenmeye sebep oldugu
bilinmektedir. [53] Bitki streslerine kars1 da rolii oldugu bilinen bu miRNA’y1 findikta
da tespit ettik. Her iki findik tlirlinde de tiim dokularda ifade edildigi goriilmektedir.
miR160 Corylus avellena tiiriiniin tomurcuk ve karanfil dokularinda diger dokulara gére
fazla ¢ogalma gostermistir. Her iki tiirde de bunu takiben yaprak dokusu gelmektedir.
miR160, ozellikle oksin sinyaline cevapta rol almakla birlikte yaprak ve kok
gelisiminde de etkilidir.[55] Ciceklerde yiiksek ifadesi gergeklestigi ve gelisiminde
etkili oldugu bilinen miR171 ayn1 zamanda kok gelisimi ve tuz stresine cevapta da rol
almaktadir. [54][57] Calismamizda her iki findik tiirlinde de en yiiksek ifadesi yaprak
dokusundayken, en diisiik piiskiil dokusunda ifade edilmistir. Yaprakta fazla ifade

edilmesi yaprak gelisiminde rol alabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat NTC’sinin temiz
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cikmamasi deneyin tekrarlanmasini gerektirmektedir. miR396’nin hem tombul hem de
tirk findiginda yaprak dokusunda digerlerine gore daha fazla ifade edildigi
gorilmektedir. Biliylime diizenleyici faktér proteinini hedef alarak hiicre
proliferasyonunda gorev olan miR396’nin [58] sonuglarimiza gore findikta da yapragin
gelisim siirecinde bir etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Daha oOnceki caligmalari
destekleyecek nitelikte bir sonug elde edilmistir. Ancak miR171 gbi bu miRNA’nin da
NTC’si temiz degildir ve tekrarlanmasi sarttir. miR396 ve miR171’in NTC’lerindeki
cogalma kontaminasyon oldugunun belirtisidir. Bu nedenle bu iki miRNA i¢in deneyin

tekrardan yapilmasinda yarar vardir.

miR2919 ve miR8123 hakkinda literatiirde fazla c¢alisma bulunmamaktadir. Daha
onceki calismalarda miR2919’un hashas bitkisinin kapsiil dokusunda fazla, yaprak
dokusunda az ifade edildigi rapor edilmistir. [59] Calismamizda bu miRNA hashas
calismasini destekleyecek sekilde, yine diger dokulara nazaran Corylus avellena’ nin
karanfil dokusunda fazla ifade edilirken Corylus colurna’nin yaprak dokusunda az ifade
edilmistir. Bu sonuca gore de disi ¢igek olusumu veya gelisiminde etkili bir role sahip
olabilir diyebiliriz. miR8123 daha 6nce patates bitkisinde incelenmis ve patatesin yeralt
filizlerinde ifade edildigi belirtilmistir.[60] Veri sonu¢larimiza gére bu miRNA en ¢ok
Corylus avellena tiirtiniin tomurcuk dokusunda ifade edilmistir. Corylus colurna’nin

ptiskiil dokusunda ise her miRNA’ya ve her dokuya gore en az ifade edilmistir.

miR8123 TY dokusu ve miR160’in CP dokusunun erime grafiginde iki pig
goriilmektedir. Bu, o 6rnekler igin spesifik olmayan iriinlerin varligini gosterir. Sadece

bu iki doku i¢in deneyin tekrar edilmesinde fayda goriilmektedir.

Real-Time PCR isleminden sonra yapilmasi gereken ilk sey miRNA’larin
dizilenmesidir. Tam olarak kesin bir sonu¢ ancak o zaman elde edilebilir. Biz bu
dokularda bu miRNA’larin var olup olmadigini gosterdik. Ileriki asama transkriptomik
calismalarla biyoinformatik destekli deneylerle bu miRNA’larin hedefledigi genleri

gostermek ve miRNA literatiiriine faydali olacak yeni bilgiler eklemektir.
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