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OZET

Doktora Tezi

Haghas (Papaver somniferum L.) Mikro-RNA’larinin (miRNA) Tanimlanmasi ve miRNA Hedef Gen

Ekspresyon Analizlerinin Belirlenmesi

Hatice Boke

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Dog.Dr. Turgay Unver

Mikro-RNA’lar (miRNA) 21 nukleotid uzunlugunda kiigiik, ¢ogu organizmada gen ifadesinde diizenleyici
olarak rol alan ve kodlanmayan RNA’lardir. Hashag bitkisi 6zellikle narkotik morfin, dksiiriik kesici kodein
ve kas gevsetici papaverin basta olmak iizere bir¢ok cesit benzilisokuinolin tipi alkaloiti {iretebilen bir
bitkidir. Simdiye kadar alkaloit senteziyle ilgili birgok calisma yapilmasina ragmen hashasta yer alan
MiRNA’larla ilgili hi¢bir ¢alisma yapilmamistir. Bu tez kapsaminda hashasta yer alan ve alkaloit sentez
yolagi ile iligkili mMIRNA’larin saptanmasi amaciyla bir dizi ¢aligmalar yapilmistir. Hashas bitkisinin ¢esitli
dokularmna ait kiigiik RNA kiitiiphaneleri yiiksek igslem hacimli Illumina Solexa teknolojisi ile dizilenmistir.
Toplam 11,999,328 kiiciik RNA okumasi yapilmis bu okumalardan 2,999,700 tanesi benzersiz kiigiik RNA
okumasi olarak saptanmigtir. Derinlemesine dizileme teknolojisi yardimiyla toplam 12550 hashas miRNAs1
saptanmis olup, bu MiRNA’larin 124 miRNA familyasina ait oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligma ile 7
adet haghasa 6zgii yeni miRNA bulunmustur. Hashas transkriptomu i¢in farkli doku &rneklerinden izole
edilen RNA’lar ile miRNA mikroarrayi uygulamasi yapilmistir. Derinlemesine dizileme teknolojisi ve
miRNA mikroarray sonuglari bir araya getirilerek hashas bitkisinde miRNA profillemesi yapilmistir.
Haghasta ifade edilen bazi miRNA’lardan se¢im yapilarak bu miRNA ve hedef genlerinin dokulardaki ifade
diizeyi kantitatif gercek zamanli RT-PCR (QRT-PCR) ile dogrulanmustir ve dl¢iilmiistiir. Ayrica haghasa 6zgii
yeni miRNA’lar ile RNA’lar miR156, miR157, miR167 ve miR535’in hedef genleri 5’modifiye RLM-RACE
metoduyla tespit edilmeye ¢alisilmis ve sonugta pso-miR535’in alkaloit senteziyle yakindan ilgili LOX genini
hedefledigi bulunmusgtur. Alkaloit sentez mekanizmasinin haghas bitkisinde regiilasyonunu saglayan 23 adet
miRNA bu ¢aligma kapsaminda tespit edilmistir. Bu miRNA’lardan pso-miR13 ve pso-miR408’ in dogrudan

alkaloit sentezinde yer alan genleri hedefledigi belirlenmistir.
2013, 212 sayfa

Anahtar Kelimeler: alkaloit sentezi, derinlemesine dizileme, miRNA, miRNA mikroarrayi, Papaver
somniferum, RLM-RACE



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

Identification of Opium Poppy Micro-RNAs (miRNA) and Expression Analyses of Their Target Gene

Transcripts

Hatice Boke

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Turgay Unver

MicroRNAs (miRNA) are ~21 nucleotide long, small endogenous and non-coding regulatory RNAs. The
opium poppy, Papaver somniferum L., produces several types of benzylisoquinoline alkaloids including the
narcotic analgesic morphine, the cough suppressant codeine, the muscle relaxant papaverine, and the anti-
microbial agents sanguinarine and berberine. Although there are many studies related to biosynthesis of
alkaloids; no studies on the regulatory roles of miRNASs in opium poppy. In this thesis, several studies were
conducted on determinnation of the miRNAs associated with alkaloid synthesis pathway in opium poppy. A
small RNA library from different tissues of opium poppy was constructed and sequenced by the Illumina
platform. A total of 11,338,273 small RNA reads were obtained. 1,047,447 total reads representing 12550
unique SRNAs were matched to known opium poppy miRNAs. These miRNAs were belong to 124 miRNA
family. Since no homolog has been found for other plant species 7 novel miRNAs were considered to be
species specific. miRNA transcriptome analysis, miRNA-microarrays by using SRNA samples isolated from
different tissues of opium poppy were performed. Some of the miRNAs with significant expression levels
were chosen and analyzed in detail. Expression levels of selected miRNAs in different tissues were validated
by qRT-PCR. In addition, novel papaver miRNAs and miR156, miR157, miR167 and miR535 target genes
were identified with a modified 5’RLM-RACE method. The LOX gene targeted by the pso-miR535 was
found to be closely related to thealkaloid biosynthesis. On the other hand, 23 miRNAs identified as
responsible for the regulation of alkaloid synthesis mechanism. Such miRNA target genes, pso-miR13 and

pso-miR408 target genes were discovered that they are directly involved in the alkaloid biosynthesis .
2013, 212 pages

Key words: Alkaloid biosynthesis, high-throughput sequencing, miRNA, miRNA microarray, Papaver
somniferum, RLM-RACE
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1. GIRIS

MIRNA’lar olarak adlandirilan mikroRNA’lar, yiikksek seviyede korunan DNA
bolgelerinden kodlanan, proteine translasyonu gerceklesmeyen, yaklasik 18-24 niikleotit
uzunlugundaki kiigiik RNA molekiilleridir (1). ilk defa 1993 yilinda kesfedilmislerdir (2),
ancak mikroRNA terimi 2001 yilinda kullanilmaya baglanmistir (1, 3).

MIRNA’lar kodlanmayan RNA'lardir, pri-miRNA olarak adlandirilan primer transkriptler
islenerek, O6nce pre-miRNA’lara, sonra da olgun miRNA’lara donistiirtliirler. Olgun
miRNA molekiilleri bir veya daha ¢ok mesajct RNA (mRNA) ile kismi komplementer
olup, bu mRNA’lar1 hedefleyerek kesme dolayisiyla yikma veya translasyonel baskilama

yoluyla gen ekspresyonunu diizenleyici rol oynamaktadir (1)

Son yillarda bitki miRNA’lariyla ilgili aragtirmalarda 6nemli artiglar olmustur. Giiniimiizde
fonksiyonel genomik alan1 ile beraber miRNA’larin saptanmasi ve rollerinin arastirilmasi
popiiler konular arasinda yer almaktadir. Bugiine kadar cesitli bitki tiirlerinde 25000 den
fazla miRNA tespit edilebilmistir (4). Ayn1 sekilde miRNA hedefleri olan mRNA’larin pek

¢ogu deneysel olarak dogrulanmigtir (5).

Bitki miRNA’lar1 yaprak morfogenezi (6-9), floral organ olusumu (8-10) ve kok gelisimi
(7, 9, 11, 12) gibi organ gelisimindeki 6nemli fonksiyonlarina ilave olarak, kiigiik RNA
yolaginda diizenleyici ve bazi (small interfering RNA) siRNA’larin dogrudan
biyogenesizinde de fonksiyon gostermektedir (8, 9, 13). Ustelik bunlar oksidatif stres (9,
14), mineral beslenme (9, 15, 16), kuraklik stresi (9, 17), patojen stresi (9, 18), soguk (9,
19, 20) ve mekanik stres (21) gibi gesitli stres yanitlarinda da gorev almaktadir.

Ozellikle sentezledigi alkaloitler yoniinden énemli olan endiistriyel bitkilerden birisi de
hashas (Papaver somniferum L.) dir. Hashastan elde edilen alkaloitlerden baslicalar
morfin (en etkili agr1i kesici), kodein (Oksiiriik engelleyici), tebain (kas gevsetici),
sanguinarin ve berberin (antimikrobiyal ajan), papaverin (damar gevsetici) ve noskapin
(okstiriik kesici ve giiclii antikanserojen) dir (22, 23). Hashasta biyosentezi yapilan
alkaloitler diger sekonder veya 6zellesmis metabolitler gibi bitkide normal biiyiime ve

gelisme igin degil, abiyotik stres sartlar1 (kuraklik, tuzluluk, sicaklik, UV-B radyasyonu,



besin eksikligi, oksidatif stres) altinda yasami devam ettirebilme ve biyotik stres (fungus,
bakteri,viriis ve nematod saldirilari) altinda savunma sistemini aktiflestirerek, patojenlerle

miicadele edebilme amagl tiretilmektedirler (23).

Gilinilimiize kadar yapilan c¢alismalarla hashasta alkaloitlerin enzimatik sentezleri hemen
hemen agiklanmis olmasina ragmen bir¢cok gen, bunlarin koordinasyonu ve regiilasyonu

hakkindaki bilgiler halen yetersizdir.

Sunulan bu tezle bir¢ok alanda kullanilan morfin gibi alkaloitleri iireten haghas bitkisinde,
ifade olan tiim miRNA’larin karakterizasyonu yapilarak bu bitkiye 6zgli miRNA profilinin
aciga cikarilmasi ve MiIRNA’larin alkaloit sentez mekanizmasinda ki roliiniin daha iyi

anlasilmas1 hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Hashas (Papaver Somniferum L.)

Ulkemizde tarimi yapilan hashas, Papaver somniferum L. tek yillik bir kiiltiir bitkisidir.
Bilimsel siniflandirmaya gore Papaver somniferum L., Rhoedales takimimim Papaveraceae
familyasindandir. Bu familyanin da Papaver cinsi igerisinde yer almaktadir. Papaver
Latincede gelincik, somniferum ise ‘riiya gormek’ veya ‘uyku verici’ anlamina gelmektedir
(24)

Haghags Tiirkiye’de fazla yagishh Dogu Karadeniz ve fazla sicak olan Giineydogu Anadolu
haric hemen her bolgede yetistirilebilmekle birlikte hashas ekimi izne baghdir (25).
Ulkemizde hashas ekimine izin verilen iller Sekil 2.1°de gdsterilmistir (24).
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Sekil 2.1. Tirkiye’de hashas ekimine izin verilen iller; Eskisehir, Kiitahya, Balikesir,
Afyon, Manisa, Usak, Denizli, Burdur, Isparta, Amasya, Tokat, Corum (2009 yil1 Hashag
Raporu, Tarim Mabhsiilleri Ofisi, 2010)

Ulkemizde hashas bitkisi hem gida amacl hemde sentezledigi onemli alkaloitler (morfin,
kodein, tebain, sanguarin) nedeniyle tibbi amagli iretilmektedir (24). Hashas bitkisi
Ozellikle narkotik morfin, Oksiiriikk kesici kodein, antimikrobiyal ajanlar sanguarin ve

berberin ile kas gevsetici papaverin basta olmak iizere benzilisokuinolin tipi alkaloiti
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tiretebilen bir bitkidir. Tibbi 6neme sahip olan ana alkaloitlerin yani sira yaklasik 30 adet
degisik alkaloit ihtiva ettigi bilinmektedir (23)

2.2. Hashas (Papaver somniferum L.) 'da Alkaloit Sentez Mekanizmasi
2.2.1. Alkaloitler

Bitki ve hayvanlar tarafindan iretilebilen alkaloitler amin yapida olup bazik o&zellik
gosterirler. Ayrica alkaloitlerin insan ve hayvan fizyolojisi iizerinde kuvvetli etkileri
bulunmaktadir. Genel olarak, alkaloitler suda az, organik c¢oziiciilerde daha fazla
coOziiniirler. Bitkilerin en az 25 %°’1 alkaloit igerir. Genellikle % 0.01 den daha az alkaloit

igeren bitkiler, alkaloit i¢eren bitkiler olarak tanimlanmazlar (26).

Alkaloitler bitkilerce savunma amacl sentezlenir (23). Potansiyel biyolojik aktivitelerine
bagli olarak bilinen yaklasik 12.000 alkaloit, farmasotik, uyarici, narkotik ve zehir olarak
kullanilmaktadir Bitkilerin genellikle belli bir organinda (kok, kabuk, yaprak, meyve,
tohum gibi) bulunur (22, 23).

Bilinen alkaloit ¢esitleri sunlardir:
* Monoterpenoid indol alkaloitleri,
* Tropan alkaloitleri ve nikotin,

« Piirin alkaloitleri,

* Pirolizidin alkaloitler1,

* Quinolizidin alkaloitleri,

* Benzilizokinolin alkaloitleri (BIA).

Haghas bitkisinde sentezlenen 6nemli alkaloitler ise benzilizokinolin alkaloitleri (BIA)

smifinda yer alir (22, 23, 26).



2.2.2. Benzilizokinolin Alkaloitleri (BIA) ve Sentez Mekanizmasi

BIA’lar L-tyrosine’den tiirevlenerek, karmasik biyokimyasal ag yapisinda yer alan
molekiiller aras1 baglanma, indirgenme, metilasyon, hidroksilasyon gibi bir ¢ok
reaksiyonlarin sonucu, bilinen 2500 civarinda degisik yapilar meydana gelir (23).
Analjezik morfin, Oksliriik kesici kodein, antimikrobiyal ajanlar olan sanguinarin ve
berberin, giiclii antineoplastik (antikanserojen) noskapin, damar genisletici papaverin, kas
gevsetici (+)-tubokurarin gibi ¢ok ¢esitli BIA’lar ya farmasdtik olarak veya yari sentetik

tiretilen alkaloitlerin 6nciilii olarak kullanilir (23, 26).
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Sekil 2.2. Hashas’da papaverin, sanguinarin, noskapin ve morfin olusumunu gosteren
onemli benzilizokinolin yolaklar1 (Dang et al. 2012’den degistirilerek alinmustir) . cDNA’lar1 izole
edilmis olan enzimler kirmizi renkte, biyokimyasal olarak karakterize edilmis olanlar mavi renkte
belirtilmistir. Kutucuklarda bilesikler renklere gore altgruplara ayrilmistir. Mavi, basit benzilizokinolinler;
pembe, protoberberinler; kirmizi, protopinler; turuncu, benzofenantridinler; mor, fitalideizokinolinler; yesil,
protomorfinler;kahverengi, morfinler. Enzim tipleri renkli dairelerle gosterilmistir. Buna gore: sar1, O-
metiltransferaz; yesil, N-metiltransferaz; kirmizi, P450 monooksigenaz; turuncu, FAD-bagli oksidorediiktaz;
acik mavi, NADPH-bagimli rediiktaz; koyu mavi, 20G/Fe**-bagimli dioksigenaz; gri, asetil-CoA-bagimli
asetiltransferaz; beyaz, patogenezle iligkili PR10 proteini

Hashasta sentezlenen baslica alkaloitler sunlardir; Morfin tiirevi alkaloitlerinden morfin,
kodein, tebain ve oripavin; fitalideizokinolin alkaloitlerinden noskapin; basit

benzilizokinolin alkaloitlerinden papaverin; ve benzofenantridin alkaloitlerinden
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sanguinarin (27). Bu bilesikler ve ilgili yolaklarda yer alan enzimlerle ilgili tim detaylar
Sekil 2.2. *de (28) gosterilmektedir.

BIA biyosentezi, temel olarak tirozinin hem dopamin hem de 4-hidroksifenilasetaldehit
molekiiliine tirozindekarboksilaz (TYDC) enzimi ile dekarboksilasyon, orto-hidroksilasyon
ve deaminasyonu ile baglar. Dopamin, izokinolin kismimin Onciilii iken tiraminin
deaminasyonundan olusan 4-hidroksifenilasetaldehit ise, benzil bileseni olarak
katilmaktadir. Sentez yolunun ilk kararli adim1 norkoklaurin sentaz (NCS) ile katalizlenir
(28, 29). NCS, dopamin ve 4-hidroksifenilasetaldehiti birlestirerek (S)- Norkoklaurini
olusturur. (S)- Norkoklaurin bitkilerde tiim BIA sentezi i¢in merkezi dnciil molekiildiir (28,
29). (S)- Norkoklaurin den sonra olusan bilesik (S)-koklaurin dir ve bu bilesikten sonra bir
cesit P450 monooksigenaz olan 3’OHaz enzimi ile basit benzilizokinolin alkaloitlerinden
papaverinin olusumu igin yolakta ilk dallanma baglar (28, 29). Dallanma olusturmadan
devam eden (S )- Norkoklaurinin (S )-retikuline doniisiimii, 6. pozisyondaki O-metilasyon,
N-metilasyon 3’-hidroksilasyon ve ikinci bir 4-O-metilasyonu igerir. Norkoklaurin 6-O
metiltransferaz (6-OMT) ve 3-hidroksi-N-metilkoklaurin 4-O-metiltransferaz (4-OMT) II.
simif O-metiltransferazlardir ve siki bir bolge spesifik oOzellik gostermektedirler. (S)-
retikulin, ¢cogu BIA yapisal tiplerinin olustugu sentez yolunda, merkezi ara iriindiir (28,
29). Tirozin amino asidinden (S)- retikulin olusumu Sekil 2.3.” de (27) ayrintili olarak
gosterilmistir. Bu asamada yolak 3 kola ayrilir. Birinci yolda (S)-retikulin 7-OMT

enzimiyle laudanin alkaloitine doniisttiriilir (28, 29).



Sekil 2.3. L-Tirozinden (S)-retikulin olusumu esnasinda meydana gelen ara {iriinler ve
tepkimeye giren enzimler (Ziegler et al. 2009’dan alinarak degistirilmistir)

Ikinci yol aym zamanda morfin ve tiirevlerinin olustugu yolaktir. (S)-retikulin, 1,2-
dehidroretikulin sintaz 1,2-dehidroretikulin reduktaz enzimlerinin etkisiyle epimerizasyona
ugrar ve (R)-retikuline doniisiir. Salutaridin sentaz ile (R)-retikulin salutaridine, salutaridin
reduktaz ile salutaridinole dontisiir (29). Salutaridinol 7-O-asetiltransferaz ile tebaine
dontigiir (29). Morfin biyosentezinin son basamagi hashasa ozgiidiir ve tebaine 6-O-
demetilaz (T60ODM), kodein reductaz ve kodein O-demetilaz (CODM) enzimlerince
katalizlenir (28, 29).

Uciincii yol; berberine bridge enziminin (BBE) (S)-retikulini (S)-skoulerine déniistiirmesi
ile protoberberin, benzofenantridin (6rnek; sanguinarine) ve fitalideizokinolin (6rnegin;
noscapine) biyosentez yolaginin ilk Kkararl bilesigi olusmus olur (28, 29). Sanguinarin
yolaginda, sirasiyla (S) keilantifolin, (S)-stilopin, (S)-N-Metil stilopin, protopin,
dihidrosanguinarin ~ ve sangiunarin  bilesikleri sirastyla  stilopin  sintaz,
tetrahidroprotoberberine  cis-N-metiltransferaz, N-metilstilopin  14-hidroksilaz  and
protopine 6-hidroksilaz ve dihidrobenzofenantiridin oksidaz enzimleriyle katalizlenir (28,
29)



Benzilizokinolin alkaloitleri (BIA) nin sentez mekanizmasi disinda, hashas bitkisinde bu
yolakta yer alan enzimler ve ara maddelerin sentezlendikleri bitki hiicreleri tizerinde de bir
cok galisma yapilmistir (30-32). Hashas bitkisindeki bu aragtirmalar lateksin yogun oldugu
kapsiil ve govde de agirlik kazanmis, bazilarinda kok organida dahil edilmistir (Sekil 2.4.)
(32).
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Sekil 2.4. Hashasta BIA sentezinin gergeklestiridigi hiicre ¢esitleri. Latisfer (sar1), kalburlu
borular ve arkadas hiicreleri (kirmiz1) (Liscombe and Facchini 2008).

Alkaloit biyosentezi, floemde yer alan ii¢ hiicre tipi tarafindan gerceklestirilir (30-32).
Latisferler havalandirma dokusu igerisinde yer alan kalburlu borular ve arkadas
hiicreleriyle yan yanadir. Bu durum kokte gozlenmemektedir (Sekil 2.4.). Alkaloit
biyosentez enzimleri arkadas hiicrelerinde iretilir sonradan kalburlu borulara gegerler.
Kalburlu borularda {iretilen alkaloitler depolanmak igin latisferlere gegerler (31, 32).
Ayrica kapsiil ve govdede, O-metiltransferaz ve O-asetiltransferaz’in daha ¢ok parankimal
hiicrelerde, kodein rediiktaz enziminin daha cok latisiferlerde bulundugu, gelisen koklerde
ise  O-metiltransferaz ve O-asetiltransferazlarin i¢ periskilinda, berberine bridge

enzimininde, kok korteksinin parenkima hiicrelerinde yogunlastigi saptanmistir (31).



Alkaloitlerin sentezlendigi ve biriktirildigi bitki organlarmmin bir kismi metabolitler
acisindan bilinse de bunlarin bitkinin hangi gelisim asamasinda ve hangi dokusunda
toplandiklar1 konusu tam olarak ag¢ikliga kavusmamuistir. Bu giline kadar yapilan ¢alismalar
sonucunda morfin gibi bazi alkaloitlerin tiim hiicrelerde bulunabilirken sanguinarin gibi
baz1 alkaloitler kokte daha yogun olarak bulundugu, ayrica bazi alkaloitlerin ¢imlenmeyi

takip eden kisa bir siire iginde iiretildigi bulunmustur (33).

Morfin sentez yolunda rol oynadigi bilinen bir ¢ok genin ifade diizeyleri elisitor
muamelesi, yaralama yapilarak ve bitkinin farkli doku ve organlari baz alinarak
Olciilmiistlir. Sonuglara gore ayn1 gene ait transkript ifade diizeyi, degisik doku ve organda
farklilik gosterebilmektedir. Ornegin TYDC geni kokte gdvde ve gigek aksamina nispeten,
SAT geni govdede yaprak ve kok aksamina nispeten daha ¢ok ifade edilmektedir (34).

Alkaloit sentez yolaginin regiilasyonunun anlasilmasi i¢in pek ¢ok ¢alismalar yapilmistir.
RNAI kullanilarak COR enziminin fazla ifadesi ile morfin ve tiirevlerini arttirilmasinin
hedeflendigi bir ¢alisma sonucunda COR enziminin miktarinin artmasiyla birlikte toplam
alkaloit miktarinda % 28, morfin miktarinda %22, kodein miktarinda %58’lik artis,
miktarinda artma beklenmeyen tebainde ise %75 oraninda artigla karsilasilmistir (35).
Aslinda yolakta tebain olusumu COR enziminin aktivite gostermesinden Once
gerceklesmektedir.  Genetik olarak miidahele edilmemis haghas bitkisinde normalde
toplam alkaloit miktarinin %22’si S-retikulin ve metillenmis tiirevlerinden olugsmaktayken
COR geninin susturuldugu bir ¢aligmada %25°lik bir artis saptanmistir (36). Bbe geni
susturulmus ve sonugta sanguarinin kontrol edildigi gosterilmistir. CYP80B3 geni hashasta
asir1 iirettirilmis ve toplam alkaloit miktarinda %450 artis saptanmis ve tebain ile oripavin
alkaloitinde azalma tespit edilmistir (37). SalAT geninin asir1 ifade ettirilmesi sonucu
tebain, morfin, kodeinde artis saptanmis ve tiim alkaloit i¢erigini yaklasik %40 oraninda
arttirtlmistir. (36). SalAT geninin susturulmasi sonucu ise salutaridinde beklenmedik bir

azalma ve tebain ile kodeinde diisme gozlenmistir (38).

Alkaloit sentez yolagmin tiim yonleriyle aydinlatilabilmesi i¢in yapilan molekiiler
caligmalarin miRNA yoOniiyle eksik kaldigi goriilmektedir. Yolagin regiilasyonunda yer
alan miRNA’larin tespit edilmesiyle, susturulan veya asir1 ifade ettirilen genlerin

beklenmeyen sonuglarinin kolaylikla agiklanabilecegi diisiiniilmektedir.



2.3. Mikro-RNA (miRNA)

Riboniikleik asit veya RNA bir niikleik asit olup niikleotitlerden (azotlu baz, riboz seker,
fosfat) olusur. RNA molekiilii temelde proteine doniistiiriilen ve proteine
doniistiirilmeyenler olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadir. Proteine doniistiiriilenler mRNA
(mesajc1 RNA), proteine doniistiiriilmeyenler ise tRNA, rRNA ve kiiciik RNA’lar olarak
adlandirilmaktadir. Kiigiik RNA’larin bir ¢ok c¢esiti vardir. Bunlar siRNA (kiigiik
sessizlestirici RNA), snoRNA (kiiciik niikleolar RNA), snRNA (kiigiik niiklear RNA) ve
miRNA (mikro RNA) (39).

Mikro-RNA’lar, kendilerine 0zgii genler veya intron bolgelerinden kodlanan, proteine
translasyonu gerceklesmeyen, yaklagik 20-24 niikleotit uzunlugunda, kiigiik RNA
molekdlleridir (9, 40-42).

RNA interferans (RNAi), canli hiicreler iginde yer alan ve hangi genlerin proteine
translasyon olacagini belirleyen ve kontrol eden transkripsiyon sonrasi gen susturma
mekanizmasidir Bu mekanizma dogal bir islem olup, canli organizmadaki biyolojik
fonksiyonu, hem viriis kalium materyali ve transpozonlar gibi hareketli genetik
elementlere karsi genomu korumak hemde Okaryotik organizmalarin gelisimsel
programlarinin fonksiyonu i¢in 6nemli olan transkripsiyon sonrasi gen susturma ile gen
regiilasyonunda onemli rol oynamaktadir (43, 44) MikroRNA (miRNA) ve kiiciik
tirtinii olan, bu kiiciik RNA'lar, faaliyetlerini artirmak veya azaltmak amaciyla diger 6zel

RNA'lar (mRNA) ile baglanabilirler. (41, 45).

Mikro-RNA (miRNA) terimi 2001 yilinda kullanilmaya baslansa bile, ilk miRNA’nin
bulunmasi 1993 yilinda olmustur. Lee, Feinbaum ve Ambros adli ii¢ arastirict bulduklar
ve lin-4 olarak adlandirdiklari ilk miRNAy: bilim diinyasina tanitmislardir. Lee ve
arkadagslar1 1993’de denek olarak yuvarlak solucan Caenorhabditis elegans’t kullanmus,
lin-4 (Sekil 2.5.) adli genin kii¢iik bir RNA transkribe ettigini ve higbir proteini
kodlamadigini da bildirmislerdir (46). Bu kesifden 7 yil sonra canlinin gelisim
zamanlamasini diizenleyen baska bir mikroRNA, let-7 (Sekil 2.5.) olarak adlandirilmis ve
bunun bir ¢ok tiirde korunmus oldugu belirlenmistir (42, 47, 48).
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Sekil 2.5. lin-4 ve let-7 miRNA’larinin tahmin edilen yapilar1 (Lee et al. 1993,
Reinhart et al. 2000).

2.4. Bitkilerde miRNA’lar

2002 yilinda Arabidopsis’te miRNA’larin ilk defa kesfedilmesinden (49) sonra, iki farkli
yaklagim (ii¢ farkli yontem) kullanilarak 25141 bitki miRNA’s1 ve karakterize edilmistir
(miRBase v. 19) (4). Bu yontemler;

e Farkli dokular ve kosullardaki kii¢iik RNA kiitliphanelerinden dogrudan klonlama
(deneysel yaklagim),

e C. elegans’da kiigiik RNA’larin ilk kez tespitine neden olan geleneksel mutant
tarama metodu (deneysel yaklagim)

e Bitki mIiRNA’larinin  korunan sekanslari iizerinden mevcut genomik veri

tabanlarindan yapilan biyoenformatik tahmin (biyoenformatik yaklasim) (9).

Genellikle hayvan miRNA’larinin biyogenezi ve fonksiyonel mekanizmasi benzer
olmasia ragmen bitki mMiIRNA’larinda birkag farklilik gériilmektedir. Bu farklardan ilki,
bitki pre-miRNA’larinin daha biiyiik ve daha fazla cesitte stem-loop yapisina sahip
olmasidir. Ikincisi, olgun bitki MiRNA’lar1 tam komplementerlige yakin hedef bolgeleriyle
eslesmektedir. Ugiinciisii hayvanlarda miRNAlar genellikle mMRNA’larin 3°UTR lerindeki
birka¢ hedef dizisini taniyip, translasyonel inhibisyona sebep olurken; bitki mMiRNA’lar1
genellikle kodlama boélgesindeki tek bir hedef bolgeyi tamiyip, kesim yapmak igin
mRNA’ya yoOnlenmektedirler. Kodlama bolgesinde bulunan bitki miRNA hedeflerinin

sadece birka¢ bazinda goriilen yanlis eslesme, bitki MiRNA’larinin small interfering RNA
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(siRNA)’lara daha benzer aktivite gosterebildigini akla getirmektedir (50). Diger bir
farklilik bitki miRNA’larinin 5° terminalinde ‘U’ nikleotidini daha fazla tercih etmesidir
(49, 51, 52).

Arabidopsis’te ilk kez rapor edilen miRNA’lar agirlikli olarak transkripsiyon faktorleri
olan mRNA’lar1 (50) veya Dicer-like-1 (DICER) ve Argonautel (AGO1) gibi RNA
interferans mekanizmasina ait faktorleri hedeflemektedir (13, 53). Arabidopsis’te daha
sonra tespit edilen miRNA’lar farkli fizyolojik siireglerde gorevli proteinleri kodlayan
MRNA’lar1 da hedeflemektedir. Daha sonraki zamanlarda bir siirpriz olarak miRNA’larin
negatif diizenleyiciliginden daha ileri fonksiyonlar1 oldugu tespit edilmistir. Ornegin
miR173 ve miR390 Arabidopsis de ilk transkript kesim evresinde siRNA biyogenezine de
yon verebilmektedir. Ongoriilen birgok miRNA hedeflerinin bazilar1 onaylanmis, bazilari
deneysel olarak dogrulanmistir (8). Arastirmacilar, MiRNA’larin hiicresel birgok temel

islevin diizenlenmesinde gorev aldigini ifade etmektedirler (9, 54).

2.5. Bitkilerde miRNA’larin Biyogenezi ve Calisma Mekanizmasi

MiRNA’lar, birbirini izleyen ii¢ adimlik islem siireci sonucunda meydana gelmektedir. flk
adimda miRNA genlerinden veya bazi intronlardan primer miRNA (pri-miRNA)’larin
transkripsiyonu gerceklesir. Ikinci adimda pri-miRNA’lar prekiirsor miRNA (pre-
miRNA)’lara niikleus icinde doniistiiriiliir. Ugiincii ve son adimda olgun MiRNA’larin

sitoplazma iginde olusumu gergeklesir (9).
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Sekil 2.6. Bitkilerde miRNA’larin olusumu ve c¢alisma mekanizmasi (Eldem et al.
2013’den degistirilerek alinmistir)

MikroRNA lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi tarafindan
genomik DNA’dan veya intron bolgelerinden sentezlenmektedir. Pri-miRNA (500-3000
baz), ‘cap’ ve ‘poli A’kuyruguna sahip stem-loop yapisindadir. Pri-miRNA mikroprosesci
ad1 verilen Dicer benzeri-1 tipi RNAz III (DCL1), serrate (SE), niikleer cap baglama
kompleksi (CBC) ve hyponastic leavesl (HYL1) iceren kompleks tarafindan islenerek
pre-miRNA olusturulur. Bu islemler D-body adi verilen boélgede olur ve islem
tamamlanincaya kadar bir ¢esit RNA baglayici protein olan Dawdle (DLD) tarafindan pri-
MIRNA’nin ikincil yapist stabilize edilir. miRNA: miRNA* dubleksinin 3’ ucuna hua
enhancerl (HEN1) tarafindan metil takililir. Boylece bu dubleks kiigiik RNA’lar1 degrede
edici niikkleaz (SDN) saldirisindan korunmus olur. Daha sonra bu yap1 exportin-5 benzeri

HASTY (HST) proteini tarafindan sitoplazmaya gonderilir (5, 9, 54). Dicer, pre-
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miRNA’nin stem-loop yapisi kestikten sonra, miRNA:MiRNA* dubleksinden sadece birisi
(5’ ucu daha kararli olan1) RNA, RNA —indiikleyici gen susturma (RISC) kompleksine
(Argonaute, PAZ ve PIWI) dahil olmaktadir. RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir RNaz
olan Argonaute’un etkisiyle bu iki iplik¢ikten uygun olani se¢ilmektedir. Bu iplik¢ik
kilavuz iplik¢ik (guide strand) olarak adlandirilmakta, diger iplik¢ik RISC kompleksinin
substrat1 olarak pargalanmaktadir (40). MikroRNA’lar, aktif RISC kompleksine entegre
olduktan sonra, Argonaute (AGOL) proteinleri yardimiyla hedef mRNA ile baz eslesmesi
yaparak, onun kesilmesine dolayisiyla yikimma ya da protein translasyonunun
baskilanmasina neden olmaktadir (5, 9). RISC kompleksi yapisinda bulunan 3’ ucu
kivrilarak PAZ domainine tutturulmus miRNA tarafindan hedef mRNA taninmaktadir.
Hedef mRNA PIWI domaini ve miRNA arasindaki bosluga yerlestirilmekte ve uygun
miRNA nin 5’ ucundan 1-10 baz arasina komplementer olan mRNA kesilmektedir (Sekil
2.6.). Daha sonra bu ikiye ayrilmis hedef mRNA, ¢ogunlukla sitoplazmada bulunan RNA -
bagli RNA polimeraz (RdRP) aktivitesiyle ortaya c¢ikan ikincil siRNAda oldugu gibi
XRN4 tarafindan degrede edilmektedir. RISC kompleksi bilinmeyen bir mekanizma ile
translasyonel inhibisyona da aracilik etmektedir (9, 40, 55).

Pek¢ok miRNA geninin, oncelikle monokotil bir tiir olan ¢eltik ve dikotil bir tiir olan
Arabidopsis thaliana’da korundugu belirlenmistir. Bryophytes den tohumlu bitkilere kadar
genis bir bitki spektrumunda class 111 homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP I11) genine ait
miRNA baglanma bolgesinin korunmasi, 400 milyon yili askin bir siiredir miR166’nin
aracilik ettigi posttranskripsiyonel diizenlemenin kopya edilebilen bir mekanizmasi
oldugunu gostermektedir (56) Yine miR160 ve miR390 Polytrichum juniperinum
yosununda tespit edilmis ve klonlanmistir. Bu durum temel olarak pek ¢ok bitki
miRNA’sinin ¢icekli bitkilerin ortaya ¢ikmasindan onceki evrimsel siirecte degismeden
kaldigin1 gostermektedir (57). Tekli primer PCR amplifikasyonu ile, pek ¢ok farkli bitki
genomundan hairpin yapis1 olusturabilen sekans segmentlerinin pek ¢ogu elde
edilebilmigtir. Ayn1t miRNA gen ailesine ait hairpin yapilar tiirler arasinda korunmustur
(57). Ancak, bitki miRNA ailesinin biiylik bir kismi tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. Bu farkliligin bitkilerde cesitli spesifik siireclerin diizenlenmesi icin
gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir g¢alismada Allen ve
arkadaglart Arabidopsis’de miRNA genlerinin evrimsel konumlarina dair fikir ileri
stirmislerdir. Bu ¢alisma Arabidopsis’e ait bazt miRNA genlerinin son zamanlarda ortaya

ciktigini  ve monokot ve dikotlarda korunmadigin1i gostermektedir. Yeni bitki
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MIRNA’larinin orijinleri agiklayan bir mekanizmaya gore transkribe olan genlerin ters

duplikasyonu yeni miRNA’lar1 olusturmustur (58).

2.6. Bitkilerde miRNA’larin Gorevleri

Bitki miIRNA’lar1 organ gelisiminden (6-9), ¢igeklenme zamanina (8-10), oksin hormon
cevabindan (7, 9, 11, 12) miRNA regiilasyonun diizenlenmesine (8, 9, 13) kadar bitkide
gerceklesen bir cok mekanizmada rol alir (Sekil 2.7.). Ustelik bunlarin yaninda kuraklik (9,
17, 59), soguk, (9, 20) , patojen cevabi (9, 18) mineral-besin (9, 15, 16) ve hatta mekanik
stres (21) gibi ¢esitli stres yanitinda da gorev almaktadirlar. Stres yanitinda gorev alan ve
stres sonrast bitkide meydana gelen morfolojik, fizyolojik ve metabolik adaptasyonlar

Sekil 2.7.‘de (60) sematize edilmistir.

Fizvolojik ve metabohik adaptasyon —— indikleme
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Sekil 2.7. miRNA’larin gesitli stres kosullarinda verdikleri yanitlar (Khraiwesha et al.
2012’den degistirilerek alinmistir).
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Kok gelisimi, yaprak gelisimi ve morfolojisi, ¢igek organ gelisimi ve ¢iceklenme zamant,
tohum gelisimi ile ilgili MIRNA’lar Sekil 2.8.’de ve bu miRNA’larin hedef genleri Cizelge

2.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Kok, yaprak ve cicek gibi ana organlarinda fizyolojik olaylar1 diizenleyen
miRNA’lar ve hedefledikleri genler

Kok Gelisim Yaprak Gelisimi ve Cicek organ gelisimi ve Tohum gelisimi
morfolojisi ciceklenme zamani
miRNA Hedef gen miRNA Hedef Gen
miRNA Hedef gen miRNA Hedef gen
miR390 tas3, arf miR164 nacl, cuc2 miR164 nacl, cuc2 miR164 nacl, cuc2
miR164 nacl, cuc2 miR165/166 hd-zip Ill gen  miR165/166 hd-zip lllgen  mMiR165/166 hd-zip Ill gen
ailesi,  phb, ailesi, phb, ailesi,  phb,
phv phv phv
miR160 arf10, arfl6 miR159 cin, tco, miR159 cin, tco, miR159 cin, tcp,
gamyb gamyb gamyb
miR171 sclé miR156/157 sbp box miR156/157 sbp box miR156/157 shp box
miR167 arf6, arf8 miR396 grf miR171 sclé miR160 arf10, arfl6
miR319 tcp4, miR159 cin, tco, miR319 tcp4,
lanceolate gamyb lanceolate
miR172 toel, toe2, miR167 arf6, arf8
toe3, idsl,
gloy15
miR169 cbf-b/nf-ya miR397&miR528 a0
miR167 arfe, arf8 miR319 tcp4,
lanceolate
miR444 mads-box miR1530 tkt

miR156/157 ve miR172 arasindaki interaksiyon hem monokotillerde hem de dikotillerde

gelisim asamalarinin  birbiri ardinca diizenlenmesinde ¢ok ©Onemli bir rol oynar.

Arabidopsis’de yaslilikta yaprakta trikomlar goriiliir. Yapraklar daha daralmis, uzun ve

tirtiklidir. Yaslanmis misir (Zea mays) da yapraklarin sekli degisir, iiretilen epidermal
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mum depolanir, yapraklarda hiicrelerin 6zellesmesi ile tiiyler olusur. Arabidopsis’de de
misirda da bu degisimlerin nedeni miR156 ve miR172 nin antagonistik ¢alismasidir. Hem
miR156’nin hedefledigi Squamosa Promoter Binding Protein-Like (SPL) hem de
miR172’nin hedefledigi Apetala 2 (AP2) genleri aynm1 zamanda  transkripsiyon
faktorleridir. miR156’nin miktarindaki artis miR172’nin azalmasina, yashlhigin  ve
ciceklenmenin gecikmesi ile sonuglanirken; miR172’nin ifadesinin artmasiyla olgun

yaprak ozelliklerinin erkenden goriilmesi, erken gigeklenme ile sonuglanir (8-10, 61, 62).

Sekil 2.8. Kok, yaprak ve ¢icek gibi ana organlarda biyolojik olaylar1 diizenleyen
MIRNA’lar

AP2 (Apetala 2), ¢icek organlarmin belirlenmesinde yer alan onemli bir gendir. AP2
geninin mutasyonu ¢igek Ortiisii organlarinin yer degistirmesine neden olmaktadir. AP2
miR172 i¢in komplementer bir bdlge tagimakta ve miR172 tarafindan negatif olarak
diizenlenmektedir. Cigek organlari ve ¢gigeklenme zamaninin belirlenmesinde gorevli AP2
genlerinin baskilanmasinda miR172 kritik bir role sahiptir. miR172’nin sadece ¢iceklenme
de degil ayn1 zamanda soguk stresinde de rol oynamaktadir. miR172’nin ifadesinin, +4
°C’de bekletilerek soguk stresine maruz birakilan Arabidopsis bitkisinde, strese maruz
kalmamis bitkiye kiyasla 2 kat arttig1 belirlenmistir. Ayrica kuraklik ve tuzluluk stresine
maruz birakilan tiitiin bitkisinde de miR172’nin ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (17, 63,
64).
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Bitkinin yaprak morfogenezi, yaslanma, ¢igeklenme zamani ve tohum gelisimi (Sekil 2.8.)
gibi biyolojik siireglerinde yer alan SBP (SQUAMOSA promoter binding protein)
transkripsiyon faktor ailesi miR156 tarafindan kontrol edilmektedir. Ayrica kuraklik,
tuzluluk, bor fazlaligi, soguk gibi biyotik stresler ile fungal patojenler gibi biyotik stresler,
miR 156 nin bitkide ki ifadesini degistirmektedir (9, 17, 19, 21, 64-67).

Oksin bitki biiyiime ve gelismesinde kritik bir rol oynamaktadir. Gévdenin biiylimesi,
fototropik yanitlar, apikal dormansi ve kok olusumu gibi olaylar1 yonlendirmektedir.
Oksine bitki yanit1 oksin/indole-3-asetik asit (Aux/IAA) proteinleri, oksin cevap faktorleri
(ARFs) ve protein degredasyon yolagi komponentleriyle gergeklestirilmektedir (68). Son
yillarda oksin sinyalinde gorevli pek cok gen miRNA hedefi olarak dogrulanmis veya
onaylanmustir (7, 9, 65, 69-71). miR160’mn arfl0, arfl6 ve arfl7 genlerini; miR167 nin ise
arfé ve arf8 genlerini transkripsiyon sonrasit diizenlendigi tespit edilmistir. miR160’n
Arabidopsis de arfl0 ve arfl6 mRNA’larin1 hedefleyerek kok kaliptrasi (kokte biiyiime
bolgesini 6rten koruyucu doku) olusumunda da gorev aldigr bilinmektedir (7, 69). Oksin
cevap faktorlerinden arf6 geni miR160°’1 indiikleyerek arfl7’ nin baskilanmasini saglar
clinkii bu genin bitkilerde asir1 ifade olmasi sonucu kok biiylime kusurlari dahil,
pleiotropik gelisim anormallikleri ortaya ¢ikarmaktadir (7). Arfl7 geni ise miR167’yi arf6
ve arf8’i koordine etmek i¢in aktive eder. Bu iki miRNA (miR160 ve miR167) birbirlerini
regiile ederek oksin hormonuna yanit1 saglarlar. Bunun yaninda oksin hormonu ¢i¢ek organ
gelisimiyle de yakindan iligkilidir. Bu nedenle miR167’nin hedefledigi arf6 ve arf8
genlerinin gynoceum ve stamen gelisiminde, bir de fertilite de rol alir. miR167’nin bitkide
fazla ifadesi ¢igcek organinda kusurlar olusturur (9, 70, 72). Ayrica miR167’nin zeytinde
peryodisitenin diizenlenmesi (73) kuraklik, tuzluluk, soguk, bakteriyal patojen gibi stres

cevabinda da rolii oldugu bilinmektedir (8, 9, 16, 17, 20, 63, 66, 71, 74, 75).

miR159’un hedef geninin MYB (myeloblastosis) transkripsiyon faktor ailesi oldugu
dogrulanmistir. miR159’un asir1 ifade oldugu transgenik bitkilerde fark edilebilir diizeyde
fenotipik degisiklik gozlemlenmistir. Ilk olarak, ¢igeklenmeye gecis kisa giin kosullarinda
gecikmistir. Tkinci olarak bu bitkiler normal dis1 anter gelisimi  Sebebiyle ddllenememis,
cogalamamistir (8). miR159/miR319 tohum biyiikliigli ve tohum gelisimi iizerinede
etkilidir. miR159a ve miR159b nin her ikisinde meydana gelen bir mutasyon sonrasi

tohumlarin kiigiik ve sekilsiz oldugu gozlenmistir (76). Tohum ¢imlenmesinde rol alan
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myb33, mybl101 genlerinin aktiviteleri miR159 tarafindan baskilanmaktadir. miR159’un
fazla ifadesi absisik asit kars1 duyarliligr arttirmaktadir. miR159 myb33, myb101 ve myb65
transkripsiyon faktor genlerini hedefleyerek kuraklik, tuzluluk, bor toleransi, bakteriyal
patojen yanitinda da gérev almaktadir (9, 63, 67, 71, 77). Ayrica miR159’un hd-zip ve tcp
transkripsiyon faktor genlerini dogrudan regiile ederek yaprak taslaginin olusumu ve
gelisiminde rol oynadigi da bilinmektedir (78). Bu miRNA’nin zeytinde yaprakta meyve

dokusuna oranla daha fazla ifade edildigi gosterilmistir (73)

Arabidopsis’de NAC-domain transkripsiyon faktér genleri olan  (CUP-SHAPED
COTYLEDONZ1(CUC1), CUC2, NAC1, AT5G07680 ve AT5G61430) genleri, miR164’iin
hedefleridir (8). miR164 iin asir1 ifade olmasi; ¢igek organ flizyonuna ve kotiledon
fiizyonuna, yan koklerin ¢ikisinda azalmaya neden olmaktadir (7, 11, 79). CUC1 geninin
asir1 ifade olmast durumunda ise sepal miktarinda azalma, petal miktarinda azalma, genis
yaprak olusumu ve embriyonik gelisimde baskalasmaya sebep olmaktadir (7, 8) Ayrica
miR164in kavak da mekanik stres yanitinda gorev aldigi da belirlenmistir (21). Ayrica
seftali kok ve yapraklarinda bu miRNA’nin ifade seviyesinin susuzluk stresine bagl

olarak azaldigi tespit edilmistir (71).

miR319 Arabidopsis’te miRJAW olarak adlandirilmakta, TCP adli bitkiye 06zgii
transkripsiyon faktor genlerini hedeflemektedir. Tcp4 geni asir1 ifade oldugunda anormal
bir yaprak morfolojisi ortaya ¢ikmaktadir. Bu geni hedefleyen miR319 fazla ifade olursa
stiper birlesik yapraklar olusmaktadir. Yine TCP gen ailesinden olan cincinnata (cin) geni
diiz yaprak olusumu sirasinda hiicre béliinmesinin regiilasyonunu saglar (9). Yine miR319
tarafindan hedeflenen TCP (TEOSINTE BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF), transkripsiyon
faktor ailesi jasmonik asit biyosentezini kontrol etmektedir. Cesitli lipoxygenaz genleri
arasindan Ozellikle LOX2nin TCP tarafindan regiile edildigi belirlenmistir (80, 81).
miR319’un fazla ifade olmasi yash yapraklarda ¢ok ifade olunan ve hedeflenen TCP4 gen
irlinlin azalmasina neden olur. Boylece bitki daha uzun siire yesil kalir. miR319 tarafindan
regiile edilen TCP genleri yaprak gelisimini olumsuz yonde, yaslanmayi ise olumlu yonde
diizenlemektedir ve bort fazlaliginda dayanikli arpa bitkisinde kok dokusunda oldukga
fazla ifade edildigi gosterilmistir (67, 80, 81).

Bitkilerde damarlanmanin olusumu provaskiiler hiicrelerin olusumu ile baslar. Daha sonra
prokambium geligir. Damar gelisiminde HD-ZIP transkripsiyon faktor ailesi rol oynar. Bu

ailede yer alan athb15, athb8, phavoluta (phv), phabulosa (phb) ve revoluta (rev), genleri
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miR165 ve miR166 tarafindan regiile edilmektedir. miR166a’nin fazla ifadesi sonucu
athbl5 mRNA miktar1 azalir ve kambial/prokambial hiicrelerinde hizli bir degisiklik
gozlenir. Bunun sonucu ksilem dokusu ve interfaskiiler bolgesi genisletilmis bir damar
sistemi ile karsilagiriz. miR165/166°nin ¢icek gelisiminide etkilemektedir. Bu miRNA nin
fazla ifade olmasi ¢igek gelisiminde eksikliklerin olusmasina neden olmaktadir (7, 9, 82,
83). Zeytin bitkisinde yaprakta meyve dokusuna gore ¢ok daha fazla miktarda bu
MIRNA’nin ifade edilmesi ayrica gelisimindeki roliinii dogrulamaktadir (73). Tuzluluk,
soguk, kuraklik, kadmiyum, bori, fungal ve bakteriyal patojen gibi streslere bitkinin
yanitinda da miR166 ‘ya rastlanmaktadir (9, 17, 19, 20, 64, 65, 67, 75).

Kii¢iik RNA olusumunun diizenlendigi yolakdaki DCL1 ve AGO1 proteinleri miRNA
biyogenesizi ve fonksiyonunda goérevli olan iki 6nemli proteindir (5). Pri -miRNA dan
miRNA olusturan molekiil DCL1 enzimidir ve sonrasinda ortaya ¢ikan {iriin RISC i¢in
onemli bir komponenttir. Bu yolakda gorevli genleri hedefleyen MiRNA’larin oldugu
bilinmektedir. miRNA olusumu igin gerekli DCL1, miR162 igin bir baglanma bolgesi
bulundurmaktadir (53). Ayni sekilde AGO1 geni miR168 in hedef genidir (84). AGOL1 in
asirt ifade edilmesi miR168 in fonksiyonunu etkilemektedir (13). Bunlarla beraber
miR168’in kuraklik ve tuzluluk gibi cevresel streslerin varliginda bitkide fazla ifade

oldugu belirlenmistir (74).

Cesitli gevresel kosullarda yetisen bitkiler ¢evresel streslere adapte olmak igin evrimsel-
karmagik mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu durumdan sorumlu pek ¢ok miRNA’nin
oldugu tahmin edilmektedir ve bazilar1 abiyotik ve biyotik stresler, oksidatif stres, agac
tiirlerinde mekanik stres, mineral madde stresi ve diger ¢evresel uyaricilar olarak bilinen
pek ¢ok stres yanit tipinde deneysel olarak dogrulanmistir (8). Klonlama stratejisiyle,
biiylik miktardaki miRNA’lar soguk, kuraklik, tuzluluk ve bitki stres hormonu absisik asit
(ABA)Y’in muamele edildigi Arabidopsis fidelerinden elde edilen kiicik RNA
kiitiiphanelerinden tespit edilmistir (14). Birkag¢ miRNA’nin ifadesinde bir veya daha fazla
stres uygulanmasiyla beraber artma veya azalma goriilmiistir. miR393 NaCl, soguk,
kuraklik ve ABA uygulamasiyla yiiksek oranda ifade olurken; miR397b ve miR402 tiim
stres uygulamalarinda hafif sekilde ifade olmus, miR319c ise soguk stresiyle asir1 ifade
olmus ancak kuraklik, NaCl veya ABA streslerinde bu duruma rastlanmamistir (8).
miR397, miR408 ve miR444 gibi baz1t mMiRNA’larin bor fazlaliginda arpa bitkisinde stres

cevabi olusturulmasinda 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir (67)
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Gilinlimiize kadar miRNA ile ilgili yapilan fonksiyonel genetik c¢aligmalar1 bitki
MIRNA’larmin bir¢ok gelisim evresinde ¢ok 6nemli roller oynadigini géstermistir. Ayrica
abiyotik ve biyotik strese bitkinin verdigi tepkide MIRNA’lar 6nemli bir yere sahiptir.
Tohum c¢imlenmesi, ¢iceklenmenin baglamasi, tohum iiretimi gibi bitkinin gelisim
siirecinde meydana gelen gecisleri diizenleyen molekiiler mekanizmalar bir ¢ok arastiric
tarafindan aydinlatilmaya calisilmistir. Gelisim donemlerini  diizenleyen oyunculardan
birinin de MiRNA’lar oldugu belirlenmistir. Ayrica organ olusumu (yaprak, c¢icek
olusumu, kok gelisimi), siRNA mekanizmasinin diizenlenmesi, stres (tuzluluk, kuraklik,
mekanik, besin agligi ve fazlaligi, patojen) cevabina yanit, metabolizma, sinyal iletimi,
peryodisite diizenlenmesi ve protein degredasyon prosesi gibi olaylar da miRNA’larin

onemli fonksiyonlarindandir (9, 17, 19, 20, 65, 67, 71, 73-75, 85).
2.7. Bitkilerde miRNA’larin Tamimlanmasi ve ifade Diizeylerinin Olgiilmesi

Molekiiler genetik calismalarinda genel olarak kullanilan geri (reverse) ve ileri (forward)
genetik adi verilen iki temel yaklagim bulumaktadir. ‘Reverse’ genetik yaklagiminda dizisi
bilinen genlerin islevleri ve bunlarin fenotipe yansimalari arastirilir. ‘Forward’ genetik ise
klasik bir yaklasim olup bilinen fenotip 6zelliklerinin hangi genler tarafindan belirlendigini

arastirir.

miRNA ile ilgili yapilan arastirmalarin birgogu ‘reverse’ genetigin iki ana stratejisi
kullanilarak yapilmaktadir. Bunlar [1] deneysel (uygulamali) ve [2] bilgisayar tabanh
(biyoenformatik) yaklagimlardir. Ugiincii bir yaklasim olan ‘forward genetik’ ise nadiren

kullanilmaktadir (5).

2.8. Bitkilerde miRNA’larin Biyoenformatik Olarak Bulunmasi

Bitkilerde ve hayvanlarda yeni miRNA’larin kesfi i¢in kullanilan en giincel metodlar
biyoenformatik araclar kullanilarak uygulanan yontemlerdir. Biyoenformatik yaklagim
temelde hizli, etkin, nispeten daha ucuz bir metod olarak miRNA’larin ve onlarin hedef
genlerinin saptanmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu yaklagimin ardinda ki ana teori tek bir
genom igerisinde daha 6nce bulunmus ve dizisi bilinen MIRNA’larun homologlarinin
aranmasidir. MIRNA’larin dizi ve yapilarindaki korunmusluk sayesinde daha dnce tespit
edilen miRNA’larin baska bir canli genomunda olup olmadig1 biyoenformatik yontemlerle

cok hizli bir sekilde aranabilmektedir. Bugiine kadar bu yontemle yapilan bir ¢ok calisma
21



vardir (1, 9, 85). Bu calismalar bitkilerde 20- 24 niikleotitlik MiRNA’larin korunmus
oldugunu ve hedef gen ile ¢ok yiiksek oranda komplementerlik saglamakta oldugunu
gostermistir. Bu komplementerlik sayesinde bilinen hedef transkript mRNA’nin miRNA
aday1 kolaylikla belirlenebilmektedir. Diger taraftan miRNA’larin prekiirsor (pre-miRNA)
yapilariin pri-miRNA yapisina gore daha ¢ok korundugu da ortaya ¢ikmistir. Glinlimiizde
kullanilan biyoenformatik araglart kullanmak ig¢in hem olgun miRNA sekansindaki
homoloji ve korunmusluk hemde ikilcil yapidaki benzesmeler ¢ok iyi bilinmelidir (Sekil
2.9..) (1). Oteyandan bu yontemle tiire 6zgii miRNA’nin bulunmas1 miimkiin degildir (5,
86).
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Sekil 2.9. Pre-miRNA yapisindaki benzerlik, olgun miRNA yapisindaki homoloji. B.
distachyon tiiriinde yeni saptanmig miRNA169a ile miRBase’ de yer alan diger tiirlere ait miRNA 169a nin
ortiistiiriilmesi ile korunmusluk ve benzerlik daha net anlagilmaktadir (U nver and Budak 2009) .

Biyoenformatik olarak miRNA tespit edilmesine yardimci olan bir¢ok yazilim

bulumaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar1 kisaca;

miRBase, halihazirda bilinen tim MiRNA’larin yer aldigi bir bankadir. Agustos 2012
itibariyle 19. versiyonu yayinlanmistir. Bu versiyonda 193 tiire ait 25141 olgun miRNA
sekansi yer almaktadir. 67 bitki tiirlinde toplam 5940 bitki olgun miRNAs1 kaydedilmistir.
Bunlardan bazilar1 338 Arabidopsis thaliana, 369 Populus trichocarpa, 708 Oryza sativa,
16 Saccharum officinarum, 42 Triticum aestivum, 321 Zea mays, 64 Citrus sinensis, 207

Malus domestica dir (www.miRBase.org, 2013) (4)

RNA mFold, tek zincirli RNA veya DNA iplik¢iginin ikincil yapisinin 6ngériilmesi igin

hazirlanmis bir algoritmadir. Vienne RNA yazilimi altinda ¢aligmaktadir. RNA yapisinin
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analizi, dizayn edilmesi ve alacagi ikincil yapunin tespit edilmesi bu programla

miimkiindiir (Www.rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold,cgi, 2013) (87).

Olgun miRNA ve pre-miRNA’larin tespiti i¢in bazi kriterlere uygunluk aranmaktadir. Bu
kriterler kisaca; [1] olgun miRNA uzunlugu 19-24 niikleotid arasinda olmalidir, [2]
minimum katlanma enerji indeksi (MFEI) 0,67 ‘den biiyiik ve negative katlanma enerjisi
(MFE) maksimum -15 kcal/mol olmalidir, [3] pre-miRNA iizerindeki olgun miRNA dizisi
bir ilmek yapisi1 olusturmamali ve stem loop yapisindaki pre-miRNA’nin kollarinda yer
almalidir, [4] pre-miRNA yapisinda miRNA ve komplementeri (miRNA*) arasinda 6 dan
fazla niikleotidde yanlis eslesme olmamalidir, [5] pre-miRNA uzunlugu 60 niikleotidden
kisa olmamalidir, [6] pre-miRNA’da G+C yiizdesi 24-71 arasinda olmalidir (85, 88-91).

MFEI degeri asagida verilen formiille hesaplanmaktadir.

MFEI= [MFE/pre-miRNA uzunlugu)*100]/(%G+C)

micro-HARVESTER, arastiric1 tarafindan programa girilen dizilerr igerisinde miRNA
homologlarini bulan bir biyoenformatik aragtir (www.ab.inf.uni-
tuebingen.de/software/microHARVESTER, 2013) . Bu metod ¢ok hassas bir yaklasimla
MIRNA adaylarini tanimlanir. Bu programda ilk adimda BLAST aramasi yapilarak 6n
miRNA adaylar1 belirlenir. Ardindan bitki mMiRNA’larma 06zgii bir dizi spesifik

karekterlere gore tekrar adaylar arasinda eleme yapilir (92).

Bir bitkinin mevcut Expressed Sequence Tag (EST) ve Genomic Survey Sequence (GSS)
dizileri igerisinde daha 6nce tanimlanan miRNA dizileri homologlarinin bulunmasi Sekil
2.10.”de (5) sematize edilmistir. Kisaca istenen bitkiye ait EST verileri GenBank, (National
Center for Biotechnology Information, NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ‘dan alinir.
Daha once belirlenmis olan miRNA dizileri BLAST algoritmas1 da kullanilarak. EST ve
/veya GSS igerisinde taranir. miRNA dizisi ile EST den gelen sekanslar arasinda 3’den
fazla yanlis eslesme olmamalidir. Daha sonra tekrar dizileri ile protein kodlayan diziler,
On secimi yapilan pre-miRNA adaylar1 arasindan ¢ikarilir. Daha once belitilen kriterler

kullanilarak mFold programinda ikinci yapilar 6ngortiliir.
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* pre-miRNA uzunlugu minimum 60 niikleotid olmal1

*MiRNA ve miRNA* arasinda 6 niikkleotidden fazla yanlis eslesme
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* ikincil yapinin maksimum —15 kcal/mol sebest enerjisi olmali

*pre-miRNA G+C yiizdesi 24 — 71 arasinda olmali.
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Sekil 2.10. Bir bitkinin EST ve/veya GSS igerisinde pre-miRNA ve olgun miRNA

yapilarinin bulunmasi (Unver et al. 2009’dan degistirilerek alinmistir)

24



Biyoenformatik yoOntemlerle belirlenen miRNA adaylar1 deneysel yoOntemlerlede
dogrulanmalidir. Papaver somniferum’un 20,382 adet EST’si igerisinde 1,328 adet bilinen
olgun mMiRNA’lar aranmis ve 20 adet hashasda ifade olan miRNA tespit edilmistir.
Aralarindan segilen bazit MiIRNA’lar1 (pso-miR397a, pso-miR414, pso-miR171b, pso-
miR169a ve pso-miR167) deneysel olarak teyit etmek i¢cin qRT-PCR yontemi kullanilmis.
Biyoenformatik olarak bulunan 20 miRNA’nin ,biyoenformatik olarak 41 adet hedef geni
tespit edilmistir K6k ve yaprak dokularinda ifade diizeyleri belirlenen bu miRNA’larin
olasi hedef genleride qRT-PCR ile teyit edilmistir. (91).

Asya pamugu (Gosspium arboreum L.) diploid pamuk tiirlerinden biridir. Aralik 2011,
tarihi itibariyle NCBI EST’de 41,781 Asya pamugu EST si mevcuttur. Bu EST verileri
icinden biyoenformatik olarak 49 miRNA ailesine ait 73 miRNA tespit edilmistir. Bu
mMiRNA’lardan bazilar1 (miR156, miR172 ve miR399) secilerek qRT-PCR ile deneysel
olarakta ispat edilmistir (93).

Leguminosea familyasinda olan soya fasiilyesi rizobial bakterilerden olan Bradyrhizobium
japonicu ile simbiyoz bir iliski kurar. Boylece bitki koklerindeki nodiillerde azot
fiksasyonu gerceklesir. Soya fasiilyesi koklerinden izole edilen RNA ile kiiciik RNA
kiitiiphanesi olusturulmustur. Yaklasik 35,000 kiiciik RNA dizilenmistir. Ayrica soya
fasiilyesi EST’side kullanilarak biyoenformatik olarak 55 miRNA ailesi tepit edilmistir.
Bazi miRNA’larin (miR166, miR168, miR396, miR398) 5S’RLM-RACE yo6ntemiyle hedef

genleri deneysel olarak da belirlenmistir (94).

2.9. Bitkilerde miRNA’larin Molekiiler Yontemlerle Deneysel Olarak Bulunmasi

Bitkilerde deneysel metotlara kiyasla biyoenformatik metotlarla miRNA’larin
tanimlanmasi1 hem hizli, hem ucuz hemde kolaydir. Ayrica biyoenformatik metotla bulunan
miRNA miktar1 ilgili bitkinin gen bankasinda ki EST veya GSS miktar1 ile dogru
orantilidir. Her ne kadar deneysel yontemlerle miRNA bulmak zor ve pahali olsada, tiire
ve dokuya 6zgii mMIRNA’larin bulunmasi, bulunan miIRNA’larin ¢esitli dokulardaki ifade
miktar1 ve bitkilerin tiim miRNA profillerinin ¢ikarilmas1 deneysel metodlarla

mumkindiir.
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Deneysel yontemlerin baslicalart sunlardir: [1] Dogrudan klonlama ve kiiciik RNA
kiitiphanelerinin dizilettirilmesi, [2] miRNA saptama ve 6lgme metodlari; (a) End-point
PCR, (b) SYBR Green 1 analizi, (¢) miRNA TagMan URL prob deneyi, [3] miRNA
mikroarrayi; [4] yiiksek performanshi yeni nesil derinlemesine dizileme; [5] ‘forward’
genetik (5, 9)

2.9.1. Kii¢iik RNA’larin Dogrudan Klonlanmasi

Dogrudan klonlama yapilabilmesi i¢in 6ncelikle 6 asamadan olusan cDNA kiitiiphanesinin
kurulmasi gerekmektedir. Bu asamalar kisaca; [1] bitki dokusundan total RNA izolasyonu
ve kiigiik RNA’larca zenginlestirilmesi; [2] kii¢iik RNA’larin akrilamit jelde ayrilarak geri
kazanimi; [3] kiigiik RNA’larin 3’ ve 5’ uglarina adaptérlerin baglanmasi; [4] ‘reverse’
transkripsiyon, RT-PCR ile kiicik RNA’larin cDNAya c¢evrilmesi; [5] elde edilen
cDNAlarin klonlanmasi ve [6] dizilemedir (Sekil 2.11) (95)

Internal
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Sekil 2.11. Kiiciik RNA’larRNA’larin (sRNA) klonlanmas1

(http://eu.idtdna.com/Pages/docs/user-guides-and-protocols/user-guide-
mircat.pdf?sfvrsn=7, 2013)
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2.9.2. MiRNA’larRNA’larin qRT-PCR ile Tamimlanmasi ve Ol¢iilmesi

Klasik PCR’a gore bir ¢ok avantaji (hassaslik, spesifiklik, dogruluk, pratik kullanimi1) olan
gRT-PCR, deneysel olarak miRNA’larRNA’larin saptanip Olgiilebilecegi en uygun
metottur. (5, 9, 85, 91, 96). Bu yontemle 25 pg (pikogram) kadar az total RNA kullanarak,
etkin ve dogru sonuglar almak miimkiindiir. Bu yontem RNA izolasyonu olmadanda tek
hiicrelerde  MIRNA’larRNA’larin hizli kantifikasyonu i¢inde kullanilir (9). Ayrica
mikroarray ve derinlemesine dizileme yontemlerine gore daha ucuzdur. Biitiin bu
ozelliklerin yaninda qRT-PCR’mn kullaniminda bazi 6nemli kisitlamalar mevcuttur.
Aslinda bu kisitlamalrin bir ¢cogu miRNA’nin dogal yapisindan kaynaklanmaktadir.
Bunlar; olgun miRNA’nin kisa (19-24 nt) olmasi, olgun MIRNA’larRNA’lardaki GC
miktarindaki heterojenlik mMIRNA’larRNA’larin erime sicakligi arasinda biiyiik farkliliklar
olustturmasi, olgun miRNA’nin reverse transkripsiyonun poly-A gibi bariz bir 6zelligi
olmamasindan dolay1 zor olmasi ve ayni ailede yer alan MiRNA’larRNA’larin sadece

birkag baz farkliliga sahip olmalarindan kaynaklanir (9, 97, 98).

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’ nin ¢ogaltiminda ‘SYBR Green I’ yontemi kullanilir.
Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece cift zincirli DNA’ ya baglandigindan ¢ogalan
DNA miktarindaki artisa paralel olarak ‘real-time’ PCR cihazinda okunan floresanin
miktar1 da es zamanh olarak artar. ‘SYBR Green I’ en fazla kullanilan boya ¢esitidir ve
497 nm dalga boyunda yiikseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Cift sarmal
DNA’ nin kii¢iik oluguna baglanan boya 30 amplifikasyon dongiisii sonrast yalnizca

aktivitesinin % 6’ sin1 kaybeder (96, 99).

Cogaltilan DNA’ nin istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek icin DNA’ larin
erime egrisi analizleri (‘melting curve’, ‘dissociation’) yapilmasi gerekmektedir. Erime
egrisi analizi i¢gin qRT-PCR cihaz1 PCR tiiplerini yavasca 1sitmaya baslar. Cift zincirli
DNA birbirinden ayrilmaya bagladiginda (melting temperature= Tm) floresan boya serbest
kalir ve okunan floresan miktar1 da diiser. Her bir DNA’ nin belirli bir erime sicaklik (Tm)
derecesi vardir. Bu erime sicakligi ¢ogalan DNA pargalarinin uzunluguna ve icerdigi
GC/AT oranina baglhidir. Spesifik olmayan iiriinlerin ¢ogalmasinda (primer dimerlerinde)
aranillan DNA pargasinin Tm derecesi arasinda farkliliktir. Tm derecesinin farkli olmasi

her iiriiniin kendine 6zgii uzunlugu ve gen dizisi igermesindendir (100).
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miRNA saptama ve dlgme yontemlerinden olan ‘End Point PCR’ yonteminde RNA’dan
olusturulan cDNA, template olarak kullanilir. PCR tamamlandiktan sonra jel elektroforezi
yapilarak, bant boylarindan beklenen sonu¢ yakalanmaya calisilir. Etkinligi diistiktiir.
Olgiimler diger yontemlere gore hassas degildir (9, 96, 101). Sekil 2.12.’da (96) bu ydntem

kisaca sematize edilmistir.

mIRNA Stem-loop RT primer

Stem-loop RT l

Pcnl
Forward

IIIIlIIIIIIIIﬁIIIIIII

Reverse

Sekil 2.12. End-point PCR’in semasi (Varkonyi-Gasic et al. 2007)

TagMan URL prob da bir ¢esit es zamanli PCR (real-time PCR)’ dir. Hedefe 6zgii problar
kullanilmaktadir. Burada problarla testin 6zgiilliigl artirilmistir. Problardan biri 3’ ucundan
floresans boya ile isaretli (dondr boya), digeri 5° ucundan alic1 boya (acceptor dye) ile
isaretlenmistir. Problar hedef amplikonlar iizerinde birbirine yakin (1-5 niikleotit uzaklikta)
yere baglanmakta ve isaretli uglar yan yana gelmektedir. Iki boyanin yan yana gelmesiyle

aci8a cikan enerji ikinci prob iizerindeki alict boyay: etkileyerek floresans olusumuna yol

acmaktadir (5) (Sekil 2.13.) (9, 96).
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miRNA Stem -Loop RT Primer

Stem-Loop RT reaction l
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Reverse Primer

A) TagMan based Real -Time PCR B) SYBR Green Real-Time PCR

Sekil 2.13. TagMan URL Prob analizi (A) . Yesil renkli daire probun oldugu kisimdir
SYBR GREEN analizi (B) (Varkonyi-Gasic et al. 2007, Eldem et al.2013).

Yakin bir zaman 6nce Varkonyi-Gasic ve ark.(2007), bitkilerde etkin olarak g¢alisan bir
metod ileri siirmiislerdir. miRNA saptamak ve 6l¢gmek i¢in uygulanan metod temelde iki
asamadan olusur. Ik asamada, bir stem-loop RT primeri dizayn edilir, bu primer ise
olgiilmesi amaglanan miRNA’ya yapisarak onun iizerinden ¢cDNA sentezlenir. Ikinci
asamada ise 6zel olarak miRNA igin hazirlanan ileri primeri ve stem-loopa uygun olan

universal geri primeri ile 6zel bir qRT-PCR reaksiyonu yapilir (96) (Sekil 2.12).

2.9.3. mMiRNA’larRNA’larin Derinleme Dizileme (miRNA-Seq) ile Tamimlanmasi

RNA analizinde devrim olacak derinlemesine dizileme teknigi aslinda global olarak DNA
molekiiliiniin bir ¢cok platform tarafindan sekanslanmak istenmesi esnasinda bulunan bir
teknikdir. Ik genom projeleri baslatildiginda 120 milyon bazlik D. melanogaster
genomunun tamamlanmasi birka¢ yilda tamamlanmistir. . Giiniimiizde ise aym D.
melanogaster genomu birka¢ giinde okunabilmektedir. ‘RNA-Seq’ adi verilen

transkriptom analizinde kullanilan bu teknikle DNA fragmentleri ¢ok hassas ve giivenli bir
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sekilde defelarca okunabilir. Ilgili transkriptin molekiiler hibridizasyon ile yakalanmasi
yerine baglangic materyai igerisinde olan ilgili transkriptler dizilenir. Bu diziler tekrar
referans genoma gore haritalanir. Transkriptin ka¢ defa okundugu ise arastiriciya ilgili

genin ekspresyon seviyesini gosterir (102, 103).

Derinlemesine dizileme sistemi gelistirilmeden 6nce MiIRNA’larRNA’lar klonlama ve
biyoenformatik yontemlerle bulunuyor ve miRBase gibi agik veritabanlarinda
depolaniyordu. Yeni tiirlere ait MIRNA’larRNA’larin bulunmasi 6nceden bulunan
MIRNA’larRNA’larin dizileri ile mimkiin olmaktaydi. Bu durumun tam tersine
derinlemesine dizileme ile miRNA’larRNA’larin bulunmasi i¢in 6nceden herhangi bir
miRNAdizisinin biinmesine gerek yoktur. miRNA-Seq olarak adlandirilan ve yeni nesil
dizileme yontemlerinden olan bu metodla tire spesifik ve doku spesifik

miRNA’larRNA’lar bile kolayca saptanabilmektedir (103).

miRNA-seq calismasi iki asamada gerceklestirilir. Oncelikle kiigiik RNA kiitiiphaneleri
olusturulur ve dizilemeler yapilarak elde edilen veri {lizerinden analiz yapilir. Bu yontem

Sekil 2.14. (104) ve Sekil 2.15.’de (105) kisaca sematize edilmistir.
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miRNA-Seq Kiitliphanesinin Hazirlanmasi
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Sekil 2.14. miRNA-seq i¢in kiicik RNA  Kkiitiiphanesinin  hazirlanmasi
(http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=File:Miran-seq-library-prep.pdf, 2013

degistirilerek alinmistir).
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Sekil 2.15. Adim adim mMIiRNA’larin derinlemesine dizileme yontemiyle bulunmasi

(miRNA-seq) (http://www.genomics.cn/en/index, 2013)

Kiiciik RNA kiitiiphanelerininn kurulmasi (a) total RNA izolasyonu; (b) jel elektroforez ile
kiiciik RNA’larRNA’larin biiyiikliiklerine gore ayrilmasi; (c) adaptorlerin baglanmasi; (d)
revers transkripsiyon ve PCR ile ¢ogaltim basamaklarindan olusur. Olusturulan
kiitiiphanelerin okumalar1 tamamlandiktan sonra 6nce temel diizeyde, sonra ileri diizeyde
veri analizi yapilir (Sekil 2.14.) Her RNA pargasina, dizisi dnceden bilinen ‘taq’lar
takilarak okumalar yapilmistir. Daha sonra 3’ adaptdrleri, kontaminantlar ve diisiik
kalitedeki okumalar temizlenir. Uzunluklarma goére bu okumalar ayri. Normalde kiiciik
RNA uzunlugu 18-30 nt arasindadir. Uzunluga gore ayirim kiigiik RNA katagorilerinin

goriilmesini saglar. . Mesela mi RNA’lar normalde 21 nt veya 22 nt, SIRNA 24 nt ve
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piRNA ise 30 nt uzunlugundadir. miRNA adaylar1 ayrica NCBI ve RFAM gibi
veritabanlarinda da taranarak, diger RNA tiirlerinden ayristirlir. Siniflandirilamayan kiiciik
RNA'’lar potansiyel miRNA adaylaridir. Biyoenformatik yontemler kullanilarak (mFOLD,
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold, 2013) bu dizilerin ikincil yapilar1 6ngoriilmeye
calisilir (67, 71, 73, 106-108).

Bu analizler yapilirken bir ¢ok program kullanilir. Referans genom ile kiigiik RNA’larin
Ortiistliriilmesi ise Linux isletim sistemi iizerinden calisan ‘SOAP’ adli program ile
yapilmakta ve kiigiik RNA’larin ekspresyonu ve genomdaki durumlari analiz edilmektedir.
Kiigiik RNA’larin bilinen miRNA’lar ile de ortiistiiriilmesi yapilr. En son 19. versiyonu
yayinlanan miRBase veritabaninin miRNA’lar kullanilarak bilinen miRNA’lar ayrilir. Tiire
ait hicbir miRNA yoksa yakin iligkili diger tiirlerde yer alan miRNA aileleri tiirlin kii¢iik
RNA okumalart igerisinde ‘tag2miRNA’ programi kullanilarak tarama yapilir. Kiigiik
RNA’larin bir tekrar bolgesiyle ortilistip ortiismediginin analizi i¢in ‘hgl8’ veritabaninda
yer alan tekrarlar kullanilir. Bunun icin ‘tag2repeat’ programi kullanilir. Kiigiik RNA’lar
icerisinden 22-24 nt uzunlugundaki ¢ift iplikli siRNA’lar1 bulmak igin yapisal
ozelliklerinden (bir iplik digeriden 3’bolgesinden 2 nt daha uzundur) faydalanilir. Tim
kiicik RNA’lar birbirleri ile ortiistiiriiliir. Pre-miRNA yapisnin bulunmasi karakteristik
hairpin yapisina gore olmaktdir. Yeni miRNA’larin kiigiik RNA’lar igerisinden segilmesi 1
icin ‘Mireap’ programi kullanilir. “Vienna RNA Stracture’ program: kullanilarak ikincilr
yap1, Dicer kesim bolgesi ve smiflandirilamamis ama genom da yeri bulunmus pre-
MIRNA’nin minimum serbest enerjisi gibi kriterler iizerinden yeni miRNA tespit edilir

(105).

2.9.4. miRNA’lara Ait ifade Diizeylerinin miRNA Mikroarrayi ile Karakterizasyonu

DNA mikroarray, naylon membran veya cam gibi kat1 ylizeylerin {izerine iki boyutlu
diizende siralanip immobilize olan prob temelli bir yontemdir. Problar cDNA veya
oligoniikleotit dizileri seklinde spotlanmis ve organizma, gen, genetik varyant (mutasyon
veya polimorfizm) veya intergenik bolge i¢in 6zgiil olarak dizayn edilmistir. Kat1 substrat
lizerine cesitli sayidaki farkli problar immobilize olurken, problar ¢oklu kopyalar seklinde

yer almaktadir. DNA mikroarrayler DNA c¢ipleri olarak da adlandirilmaktadir (109).
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Yiiksek islem hacimli teknikleri icinde mikroarray ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Bu
teknikle bir genomdaki kodlanmis ve/veya kiiciik kodlanmayan genlerin ifadelerindeki
degisiklikler sadece tek bir ¢alisma ile belirlenebimektedir. Diger niikleik asit
hibridizasyon tekniklerine gore bu metod ¢ok cesitli molekiiler biyoloji alanlarinda

kullanilabilmektedir (9).

Genomik Olgekte genlerin ifade profillerinin tespit edilmesi i¢in sik¢a kullanilan
mikroarray teknigi sayesinde arastiricilar transkripsiyonal seviyede meydana gelen
degisimleri kolayca belirleyebilmektedirler. Hastaliklarda oldugu gibi karmasik fizyolojik
ve patofizyolojik olaylar mikroarray teknigi kullanilarak daha kolay ¢oziilmektedir (110).
Insan da zeka geriliginin genom profili (111), iilseratif kolit (UC) ve Crohn hastaligindaki
(CD) doku gen ifade profili (112); Arabidopsis (113), piring (114), msir (115), ¢ilek (116)
gibi bitkilerin farkli kosullardaki gen ifade profillerinin belirlenmesinde hep bu teknik

kullanilmistir.

Mikroarrayin kullanildigi bir diger alan ise DNA polimorfizmi ve bireyler arasinda
degisiklik gosteren SNP (tekli niikleotid polimorfizmi) nin belirlenmesi ve Ol¢iilmesidir.
Mikroarray ¢ipler tek bir baz ciftindeki bir degisikligi saptayabilecek kadar hassas
olduklarindan genetik mutasyonlar, viral genomlar ve onkogenezdeki varyasyonlar ya da
gen polimorfizmi analizinde etkilidir (112). Neisseria gonohorroeae’nin siprofloksasin
direncinden sorumlu iki geninde bulunan bes mutasyon, mikroarray teknolojisi ile
calisilmis ve sonu¢ olarak mikroarraylerin nokta mutasyonlarini yakalama becerisinin
patojenlerin karakterizasyonu ve tanisinda ¢ok yararli oldugu aciga ¢ikmistir (117). SNP
ile genetik baglant1 ¢aligmalar1 ile SNP markorlerinin genomik DNA dizileri arasindan
tespiti i¢in de kullanilirlar (112). Mesela SNP ile iliskili olan néroblastoma hastalarindaki

klinik sonucun tahminininde mikroarrayler kullanilmigtir (118).

DNA metilasyonu, kromatin modifikasyonlar1 gibi epigenetik modifikasyonlarin
belirlenmesi mikroarraylerle miimkiin olmaktadir. Bir ¢ok ¢alisma memelilerde ve model
bitkilerde DNA metilasyonu yapilan promotor bélgeleri genin susturulmasi ile iliskili
oldugunu gostermistir. Anormal DNA metilasyonu kanser hiicrleri i¢in ayirici bir 6zelliktir
ve epigenetik olarak tiimor baskilayic1 genlerin susturulmasi insanda kanser olusumunun
nedenlerindendir (119). Multiple myeloma kanser hiicre hatlarinda demetilasyon yapici bir

madde kullanildiginda apoptosiste yer alan 4 adet genin metilasyonla susturuldugu,
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maddenin ortamdan uzaklastirildiginda metilasyon bolgelerinin tamir edildigi ve

susturulmus genlerin tekrar aktif oldugu mikroarray ile belirlenmistir (120).

Mikroarrayin kullanildigi diger onemli bir alanda miRNA ekspresyon profilinin
¢ikarilmasidir. (9, 17, 89, 91, 121). miRNA mikroarrayleri diger mikroarray ¢esitleri ile
ayni basamaklart (¢cDNAnin hazirlanmasi, 6rnegin isaretlenmesi, arrayin olusturulmast,
hibridizasyon, tarama ve data analizi) igcermesine ragmen teknik olarak farkliliklar1 (prob
dizayni, prob immobilizasyon kimyasali, 6rnek isaretleme, sinyal algilama kimyasallar)
vardir. miRNA mikroarraylerinde prob dizayni biraz zordur. Ciinkii kisa uzunlukta olan
mMIiRNA’lar ortamda diisiik yogunlukta olabilmekte ve ¢ok genis aralikli erime sicakligina
sahiptirler. Ayrica ayni ailede olan gesitli mMiIRNA’lar benzer niikleotidleri icermektedir
(122).

Bitkilerde miRNA-mikroarray teknolojisi ¢ok c¢esitli amaglarla kullanilmistir. Degisik
organlardaki miRNA’larin tespit edilmesi (123, 124), biyotik (bakteri, viriis, nematod) ve
abiyotik (kuraklik, soguk, agir metaller, mineral eksikligi) stres sartlari altinda miRNA

ifadesinde meydana gelen degisikliklerin belirlenmesi (9, 11, 91) bunlardan bazilaridir.

miRNA mikroarrayinde prob olarak bilinen ve miRBase veritabaninda yer alan tiim olgun
MIRNA’lar ve pre-miRNA’lar kullanilmaktadir.
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Verilerin normalizasyonu,

Sekil 2.16. mIRNA mikroarrayinin akis semasi (Yin et al. 2008’den degistirilerek
alinmistir)

miRNA mikroarrayi uygulamalar1 3 6nemli asamadan olusur (Sekil 2.16.) (89). (a) olgun
mMiRNA’larin taze doku veya hiicreden saflagtirllmasi, kiigik RNA’larin ve biiyiik
RNA’larin (>200nt) ayrilmasi, miRNA’larin zenginlestirilmesi ve isaretleme; (b) ¢ipin
dizayn edilmesi (prob dizayni, kontol dizayni, probun spotlanmasi) ve array ile

hibridizasyon; (c) deneysel sonuglarin analizi (89) seklinde siralanir

Boechera cinsi hem apomiks (déllenme olmadan c¢ekirdekli meyve olusumu) hemde
eseysell iireyebilen tiirler sahiptir. Eseysel ve apomiks olarak tireyen Boechera tiirlerinde
floral dokudaki korunmus miRNA profili miRNA-mikroarray teknigi ile belirlenmistir..
Biyoenformatik olarak bulunan 22 miRNA ailesinin 15 tanesi mikroarray ile de teyit
edilmistir. Her iki tiirde miR156, miR157 mir160, miR172, miR167, miR170, miR319,
miR394, miR395, miR398, miR408 ve miR414’de rastlanmistir. Apomiks iireme gosteren
tiirde diger tiirden farkli olarak miR399’a, eseysel {iireme gosteren tiirde diger tiirden

farkli olarak miR162’e rastlanmistir. Ayrica miR156/miR157 tarafindan hedeflenen SPL11
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geninin apomiktik genotipin ovul gelisim doneminde seksiiel genotipe gore ¢ok daha fazla

ifade oldugu belirlenmistir (123).

Pamuk terpenoid biyosentezleyen bitkilerden biridir. Salgi dokusunun morfogenezinde
etkili olan miRNA’lar He ve ark. (2011) tarafindan belirlenmistir. 30 adet farkli ifade olan
MIRNA miRNA-mikroarrayi ile tespit edilmistir. Bu miRNA’lardan 24 tanesi (miR156,
miR157, miR166 ve miR390 aileleri) fazla, 6 tanesi ise (MiR149, miR169, miR289,
miR705, miR1224 ve miR1227 aileleri) diisiik seviyede ifade olmustur (125).

Biyotik stresin domates bitkisinde miRNA profili {izerine etkisi miRNA-mikroarrayi
kullanilarak belirlenmistir. Botrytis cinerea énemli bir patojen olup domates bitkisinde gri
kiif hastaligina neden olmaktadir. Botrytis stresine maruz kalan bitkide 2 tane (miR160,
miR171) miRNA’nmn az, 1 tane (MiR169) MIRNA’nin fazla ifade oldugu belirlenmistir
(126).

Abiyotik stres faktorlerinden olan tuzlulugun miRNA profiline etkisi Populus cathayana
(Kavak) (tuzluluga duyarli) ve Salix matsudana (Cin sogiidi) (yiksek tuzluluga
direnglilik) bitkileri kullanilarak agiga ¢ikarilmistir. Tuz stresi altinda P. cathayana’da 161
MiRNA’nin ve S. matsudana’da 32 miRNA’nin ifade seviyesinde degsiklik meydan
geldigi belirlenmistir. Aynt miRNA’nin tuzluluga direngli veya duyarli bitkilerde farkl
ifade oldugu agiklanmistir (127).

2.10. Bitkilerde miRNA’larin Hedefledigi Genlerin Bulunmasi

MikroRNA, hedef mRNA’nin 3’ucundaki translasyona ugramayan bolgeye (untranslated
region-UTR) veya hedef mRNA’nin ORF ( acik okuma ¢ergevesi) bolgesine
baglanmaktadir. Baglanma pozisyonu miRNA kompleksinin mRNA’ya ne sekilde
komplementer olduguna baglidir. 3 UTR bélgesine baglanma kusurlu, tam olmayan, eksik
komplementerligi saglamakta ve translasyonun baskilanmasi ile sonu¢lanmaktadir (Sekil
2.17.).(42, 128, 129) ORF bolgesi i¢ine baglanma ise kusursuz, tam komplementerligi
gostermekte ve Argonaute2 (AGO2) tarafindan mRNA’nin yikimi ile sonuglanmaktadir .
Ayrica, miRNA’larin her birinin birden fazla mRNA ya baglanip onlarin ekspresyonunu
diizenleyebildigi ve mRNA’larin her birinin de birden fazla mikroRNA tarafindan
hedeflenebildigi bilinmektedir (42, 128).
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Sekil 2.17. miRNA’larin hedef mRNA’lar ile eslesme cesitleri (a) iki ¢esit miRNA
baglanma bolgesi; (b) miRNA’nmin 5’ucundaki 2-8. niikleotidler eslesme i¢in ¢ok
onemlidir. RISC/miRNP kompleksinin tanimast miRNA’nin 5’ucu ile hedefin olusturdugu
dubleks i¢in ¢ok 6nemlidir; (c) cesitli miRNA eslesme bolgeleri (Pillai 2005, Sun et al.
2010, Saydam et al. 2011°den degistirilerek alinmigtir).

mMIiRNA tarafindan hedeflenen ve boylece ifade diizeyleri diizenlenen transkriptler

biyoenformatik veya deneysel yontemlerle bulunabilir (5, 9).
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2.10.1. Hedef Genlerin Biyoenformatik Olarak Bulunmasi

Bitkilerde miRNA’larin hedefledigi genlerin hem biyoenformatik hemde deneysel olarak
bulunmasi i¢in birkag Onemli kriter g6z Oniinde tutulmaktadir: [1] miRNA ve hedef
MRNA’nin birbirleriyle eslestikleri komplementer bolgede 4 den fazla yanlhis eslesme
olmamasi; [2] komplementer bolgenin 10. ve 11. niikleotidinde yanlis eslesme olmamasi;

ve [3] komplementer bolgede ard arda 3 yanlis eslesme olmamasidir.

Potansiyel bitki hedef mRNAsmi belirlemeye yarayan psRNATarget sik kullanilan bir
programdir (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) (130). Bu veritaban1 kullanilirken
bilinen olgun miRNA sekansi (5°-3” olarak) yiiklenir. Hangi organizmanin mRNA’lar1
kullanilacaksa ilgili canli secilir. Komplementer bolgede istenilen yanlis eslesme sayisida
yine istege bagl olarak segilir. Program araciligi ile genin adi, numarasi, yanlis eslesme
puani, yanlis eslesme sayisi ve hedef komplementer dizisi  tespit edilir. S6z konusu
program hedef genin dizisi biliniyorsa bu geni hedefleyen miRNA’larn1 bulunmasi amaci
ilede kullanilabilir. (65, 91, 131).

2.10.2. Hedef Genlerin 5> RLM-RACE Yontemiyle Deneysel Olarak Bulunmasi

RLM-RACE (RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends), cDNA uglarini
RNA ligaz vasitasiyla adaptor takilarak amplifikasyonu olarak isimlendirilen bir metottur.
Istege gore cDNA’nin 5> veya 3’ ucuna RNA ligaz kullanilarak adaptor takilabilir. Bu
metotta izole edilen total RNA veya secilen Poly (A) RNA oncelikle Calf Intestine
Alkaline Phosphatase (CIP) ile muamele edilir. CIP ile rRNA, tRNA, par¢alanmig mRNA
ve kontamine genomik DNA’nin 5’ucundaki fosfat grubu uzaklastirilir Parcalanmamis
MRNA’nin 5’ucunda Cap oldugu icin CIP’den etkilenmez. Daha sonra RNA Tobacco
Acid Pyrophosphatase (TAP) ile muamele edilir ve mRNA’nin 5 ‘ucundaki Cap bolgesi
cikartilir. Boylece serbest 5’fosfat geriye kalir. 45 niikleotid uzunlugundaki adaptéor RNA
ligaz yardimiyla mRNA’nin 5° ucuna takilir ve ‘reverse’ transkripsiyon ile cDNA
olusturulur. Takilan adaptdr iizerinden , gen i¢ine 6zgii primerlerle biri ‘outer’ biri ‘inner’
olmak tlizere PCR yapilir ve agaroz jelde yiiriitiilen orneklerden beklenilen boydaki bant
kesilir. Jelden geri kazanilan ve klonlanan PCR firtinleri dizi analizi ile miRNA hedefi olup

olmadigi belirlenir.
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5’ RLM-RACE yonteminde miRNA hedef transkriptinin belirlenmesi amaciyla modifiye
edilerekte kullanilir. Bu metotta total RNA veya poly(A) RNA CIP ve TAP ile muamele
edilmez ve dogrudan adaptor takilir. Diger islemler 5° RLM-RACE’de yapildig: gibi takip
edilir (65, 131, 132).
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3.GEREKCE VE AMAC

Ik olarak 1990’11 yillarda ad: duyulmaya baglanan miRNAlar ile ilgili calismalar 2000°1li
yillarda hiz kazanmaya baslamistir. Birgok bitkinin miRNA profili ¢ikarilmis, deneysel
veya biyoenformatik olarak birgok miRNA ve hedeflendgi genler tespit edilmistir. Tespit
edilen bu genler veya miRNA’lar susturularak veya asir1 ifade ettirilerek bitkide
MIRNA’larin regiilasyonu arastirilmistir. Ekonomik yonden degerli bitkilerin istenilen
iriin  yoniinden daha zengin olmasi i¢in MIRNA’lar kullanilarak transkriptomda

diizenlemeler yapilmaya calisilmistir.

Hashas bitkisi yiizyillardir bilinen ¢ok degerli alkaloitleri {ireten bir ekonomik bitkidir.
Ulkemizde de yaygin olarak iiretilen bu bitkinin daha verimli olmasi igin tarimsal yonden
bircok calisma yapilmistir. Diinyada ise molekiiler yontemler de kullanilarak verimin

arttirllmasi saglanmaya calisilmistir.

Haghasg bitkisinin tiim miRNA profili ¢ikartilmamistir. Transkriptom diizeyinde etkili bu
MIRNA’larin hangi genlerle iliskili oldugu ve nasil etkilendigi; alkaloit sentez yolagini
regiile eden MiIRNA’larin varligi ve nasil yolagi regiile ettigi; alkaloitlerce verimi yiiksek
haghas bitkilerinin elde edilmesi i¢in MiIRNA’larin kullanilip kullanilamayacagi gibi bir

¢ok sorunun cevabini bulabilmek i¢in bu tez ¢alismasi yapilmistir.

Bu tezin amaci hashasa ait mMIRNA’larin tespiti, tanimlanmasi ve molekiiler ve fizyolojik
karakterizasyonunun yapilmasidir. Bu kapsamda bulunan bu yeni miRNA’larin, haghasin
diger dokularindaki ifade diizeyleri ve hedefledikleri genlerin saptanmasi, hashasin farkli
doku ve organlarindaki miRNA ifade profillerinin ¢ikarilmasi ve alkaloid sentez yolaginin

regililasyonunda rol oynayan miRNA’larin bulunmasi da amaglanmustir.

Tez kapsaminda haghasa (P. somniferum) ait mikro-RNA’lar deneysel ve biyoenformatik
yaklasimlar kullanilarak bir miRNA profili ¢ikarilacaktir. Bulunan miRNA’larin haghasin
farkli dokularindaki ifade diizeyleri arastirilacagi gibi, miRNA’lar tarafindan kesilmis olan
hedef genlerin iiriinlerinden yola ¢ikarak farkli doku ve organlarda bu genlerin ifade
diizeyleride arastirilacaktir. Bulunan tiim miRNA’larin hedef genleri ayrica biyoenformatik
olarak belirlenecek ve aralarindan secilen bazi hedef gen ve miRNAlarin qRT-PCR
dlgiimleri yapilacaktir. Oncelikle tiim hashas miRNA profili cikartilacak ardindan tiim

mMiRNA’larin alkaloit sentez mekanizmasinin regiilasyonu ile iliskisi arastirilacaktir
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Ayrica bu tez kapsaminda hashas bitkisine ait miRNA c¢aligmalari, RLM RACE deneyleri

ve miRNA mikroarrayleri metodolojisi ilk defa uygulanmaktadir.
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4 MATERYAL VE YONTEM

4.1 Bitki Materyali

Papaver somniferum L. bitkisinin Ofis-95 ¢esidi bu calismada kullanilmistir. Bitkiler
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri deneme alaninda ve biiyiitme
kabinininde (Binder KBW serisi) fotoperyot 16/8 (isik/karanlik) ortam nemi %60 ve
sicaklik 24 °C programiyla ayarl olarak yetistirilmistir.

4.2 Total RNAve Kiiciik RNA(sRNA)larca Zengin Total RNA izolasyonu

RNA izole edilirken iki farkli yontem kullanilmistir. miRNA mikroarray ¢ip analizinde
kullanilan kiigiik RNA’larca zenginlestirilmis total RNA’nin izolasyonu i¢in miRVana
(Ambion kat no: AM1560) kiti kullanilmistir. mMiRNA’larin ve segilen bazi hedef genlerin
dokular arasinda ifade diizeylerini qRT-PCR ile 6lgmek ve MiRNA’larin hedefledigi
genleri RLM-RACE metoduyla klonlamak igin gerekli total RNA ise Trizol (Invitrogen,
CA, USA) kimyasal1 kullanilarak izole edilmistir.

4.2.1. Trizol ile Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in asagidaki protokol uygulanmistir;

1. Bitki dokular1 (kok, gévde, yaprak, kapsiil) sivi azot kullanilarak havanda toz haline
getirilmistir.

2. Ependorf tiiplere 1 mL Trizol (100mg doku i¢in ImL ) eklenir. Toz haline getirilmis
numuneler bu tiliplere hizlica aktarilmistir. Tipler asagi-yukart hizlica c¢evirilerek
karistirilmis ve homojen bir karigim elde edilmistir.

3. Tipler 5 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

4. 1 mL Trizol i¢in 0.2 mL kloroform tiiplere ilave edilmistir. Tiiplerin kapaklar iyice
kapatilmigtir. 15 sn. boyunca elle kuvetlice ¢alkalanip, karistirilmistir (turuncu-kahverengi
bir renk olusumu gozlenir).

5. 2-3 dk. oda sicakliginda bekletilip, 17 dk. 4°C’de 15.000 rpm’de tiipler santrifiij
edilmistir.

6. Ustteki sivi faz yeni tiiplere aktarilmistir. RNA presipitasyonu igin 500 ul soguk
izopropil alkolle karigtirtlmistir (1 mL Trizol i¢in 500 pl izopropil alkol kullanilir).
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7. 10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. 15.000 rpm’de 4°C’de 10 dk. santrifiij edilmis ve
olusan siipernatant atilmistir.

8. Coken RNA %75’lik etanolle 1 kez yikanmis ve kullanilan Trizol (1 mL) reaktifi kadar
etanol (1 mL) eklenmistir. Bu asamada &rnekler -80°C’ye kaldirilmustir.

9. Ornekler vorteks ile karistirilarak 5 dk. 10.000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilmistir. RNA
¢okeltisi dipte toplanmustir. Ust s1vi atilmis ve ¢okelti kurumaya birakilmustir.

10. 30 pl ddH,O ile ¢oziiliip, 10 dk 57 °C’de bekletilmis ve -80 °C’ye kaldirilmistir.
Sonuglar Nanodrop 2100c spektrofotometresiyle (Thermo) 6l¢iilerek kalite ve miktar tayin
edilmistir (133).

4.2.2. miRVana Kiti Yardimiyla Kiiciik RNA’larca Zengin Total RNA izolasyonu

Bitki dokularindan kiigiik RNA’lar zengilenstirilerek yapilan izolasyon protokolii
asagidaki gibidir;

1. Bitki dokular (kok, gdvde, yaprak ve kapsiil) sivi azot kullanilarak havanda toz haline
getirilmistir.

2. Ependorfa alinan ezilmis dokularin iizerine 1/10 hacim kadar miRNA Homogenate
Additive maddesi eklenmistir. (Bitki 6rnegi 300uL ise 30uL eklenir). Kuvvetlice
karistirilarak ve 10 dk buzda inkiibe edilmistir.

3. Basta kullanilan bitki 6rnegi ile ayn1 hacimde asit-fenol: kloroform eklenmistir. 30-60 sn
vortexle iyice karigtirilarak 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. En iist faz dikkatlice
yeni tiipe alinmistir.

4. Yeni tipe aktartlan hacmin 1/3 kadar %100 etanol eklenmis ve kuvvetlice
karigtirilmastir.

5. Etanol ve oOrnek karisimini dikkatlice ‘Filter Cartridge’ adi verilen filtreli 6zel
koleksiyon tiiplerine aktarilmis ve 15 sn 10000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Filtreden
gecen s1vi faz uzaklastirilmistir.

6. 2/3 hacimde % 100 etanol eklenmis ve karistiritlmistir. Karisim yeni ‘Filter Cartridge’
ad1 verilen filtreli 6zel koleksiyon tiiplerine aktarilmis ve 15 sn 10000 rpm’de santrifiij
yapilmistir. Filtreden gecgen s1vi faz uzaklastirilmistir.

7. Yikama asamasinda filtreli tiiplere 700 uL miRNA ‘Wash 1’ soliisyonu eklenmistir. 15
sn 10000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Filtreden gecen s1vi faz uzaklastirilmistir.
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8. 500 puL ‘Wash 2/3” soliisyonu eklenmis ve 15sn 10000 rpm’de santrifiij yapilmistir.
Filtreden gecen sivi faz uzaklastirilmistir. Bu islem tekrar edilmistir. Filtre yeni bir tiibe
yerlestirilmistir ve 1 dk bos olarak santrijiij yapilmistir.

9. Daha o6nceden 95°C’de 1sitilmis olan ‘Elution’ soliisyonundan veya niikleazsiz sudan
100 pL alinmigtir ve filtre {izerine dikkatlice ilave edilmistir. 20-30 sn en yiiksek hizda
santrijlij edilmistir (134).

4.3. izole Edilen RNA’larin Karakterizasyonu

RNA’larin kalitesi ve intakt olmasi NanoDrop o6l¢iimii ve jel elektroforezi ile teyit
edilmistir. Nanodrop (ND-2100c/Thermo) spektrometresinde 230, 260 ve 280 dalga
boylarinda 6l¢iim yapilmistir. A260/A230 oraninin 2,0-2,2 ve A260/A280 oraninin 1,8-2,1
arasinda olmasi, saf RNA izole edildigi anlamma gelmektedir. izole edilen RNA’larin
biitiinligii %2’lik agaroz jele 1-2 pL 6rnek yiiklenerek ve 100 volt enerjiyle 1 saat
yiiriitiildiikten sonra goriilmiistiir. RNA jel elektroforezi i¢cin 1X fosfat buffer kullanilmistir
(500 mL ddH.O igerine 13,9 g sodyom fosfat monobasic eklenir). Intak RNA’lar Agilent

2100 Bioanalyzer yardimiyla analiz edilmistir

4.4. miRNA Mikroarrayi Calismasi

Bu ¢alisma i¢cin PMRD (Plant MiRNA Database) (135) veritabanindan ve miRBase (4)
veritabaninin 2010 yili Eyliil ayinda kullanimda olan 16. versiyonunda toplam 2018 bitki
miRNA’sina ait problar ve bu problarla beraber (100) ayr1 kontrol probu tagiyan miRNA
cipleri kullanilmigtir. miRNA ¢ip hibridizasyonlart miRNA mikroarray servisi olan, LC
sciences (136)’da yapilmistir.

Kok, govde, yaprak ve geng kapsiiller ait olan RNA 6rnekleri ile toplamda 2018 miRNA
probu igeren miRNA ¢iplerinde tarama yapilmistir. Bu ¢iplerde (Arabidopsis thaliana, 184
mIiRNA), soya (Glycine max, 78 miRNA), ii¢giil (Medicago truncatula, 30 miRNA), ¢eltik
(Oryza sativa, 377 miRNA), mos (Physcomitrella patens, 220 miRNA), kavak (Populus
trichocarpa, 234 miRNA), seker kamisi (Saccharum officinarum, 16 miRNA), dan
(Sorghum bicolor, 72 miRNA), misir (Zea mays, 98 miRNA), kolza (Brassica napus, 46
miRNA), lahana (Brassica oleracea, 6 miRNA), hardal (Brassica rapa, 17 miRNA),
papaya (Carica papaya, 1 miRNA), Levant pamugu (Gossypium herbaceum, 1 miRNA),

45



Mexican pamugu (Gossypium hirsutum, 13 miRNA), Gossypium raimondii, 2 miRNA,
domates (Solanum lycopersicum, 30 miRNA), iiziim (Vitis vitifera, 140 miRNA), bugday
(Triticum aestivum, 32 miRNA), ¢am (Pinus taeda, 37 miRNA), (Selaginella
moellendorffii, 60), Vigna unguiculata (1), Lotus japonicus (2), miRNA ve bunlarin ¢esitli

kontrol ve tekrarlariyla birlikte yer almistir.

Total RNA izolasyonlar1 esit kosullarda biiyiitiilmiis olan {i¢ farkli hashas (Papaver

somniferum L.) bitkisinden izole edilerek arrayleri yapilmistir.

Oncelikle ¢alisma boyunca 3’er farkli bitkiye ait olan kok, govde, yaprak ve kapsiil
dokularindan alinan RNA’lar asagidaki gibi gruplandirilmistir.

Grup No. Ornek Ismi Grup Ismi
1 poppy leaf-1 leaf (yaprak)
1 poppy leaf-2 Leaf
1 poppy leaf-3 Leaf
2 poppy capsule-1 capsule (kapsiil)
2 poppy capsule-2 Capsule
2 poppy capsule-3 Capsule
3 poppy stem-1 stem (govde)
3 poppy stem-2 Stem
3 poppy stem-3 Stem
4 poppy root-1 root (kok)
4 poppy root-2 Root
4 poppy root-3 Root

Deney 3 biyolojik, 3 teknik tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Daha sonra bu

gruplandirmalar goz Oniine alinarak miRNA’larin ifade seviyeleri birbirlerine goreceli
olarak Olglilmiis ve. sinyaller normalize edilerek ANOVA ve t-Test gibi istatistiksel

analizler yapilmustir.

Her bir arrayde bir¢ok kontrol probu bulunmaktadir. Kontrol problari array tiretimi, drnek
isaretleme ve analiz sartlarinin kalitesinin, kontrolii amaciyla kullanilmigtir. Kontrol

problarindan PUC2PM-20B miikemmel eslesme; PUC2MM-20B tek bazlik eslesmeleri
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tespit eden problardir. 20-mer lik pozitif RNA kontrol sekansi ornekler isaretlenmeden
once RNA ile karnistirlmistir. PUC2PM-20B and PUC2MM-20B oranindaki yogunluga
bakilarak tahlil smirlar1 degerlendirilmistir. Normalde ise bu oran 30 dan biiyiiktiir.
Dinamik goriis araligini genisletmek icin renkler sozde renklerle goriintiilenmistir. Cy3 ve
Cy5 yogunlugu, maviden yesile veya sartya veya kirmiziya gibi renk degisikliklerini
goriintliler. Sinyal yogunlugu 1 den 65,535 e kadar artabilir. Bu artis veya azalis renk
degisikligi ile kendini gosterir. Cy3/Cy5 oraninda, eger Cy3 seviyesi Cy5’den fazla ise
renk yesil, Cy3 seviyesi Cy5 seviyesine esitse renk sar1 Cy5 seviyesi Cy3 seviyesinden

fazla ise sinyal rengi kirmiz1 olarak toplanmuistir.

Hibridizasyon sonrasi lazer tarayici (GenePix 4000B, Molecular Device) ile toplanan
goriintii ArrayPro goriintii analiz yazilimi1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD) ile
dijital ortama aktarilmistir. Veriler arka plan ¢ikarilarak ve sinyaller LOWESS (locally
weighted regression) filtresi kullanilarak normalize edilmistir. Iki renk kullanilarak yapilan
deneylerde, iki setin tespit edilen sinyalleri (logaritmik olarak diizenlenir) birbirine
orantilanmis ve t-test ve P-degeri hesaplanmistir. P-degeri <0,01 olanlar anlamli olarak

kabul edilmistir.

4.5. miRNA Derinlemesine Dizileme

Kigiik RNA’larca zengin kok, Kkapsiil, govde ve yaprak RNA’larindan esit
konsantrasyonlarda alinarak bir RNA karisimi hazirlanmistir. Her ti¢ bitki i¢in bu karisim
ayr1 ayrt hazirlanmigtir. Bu RNA karisimlarin 50pL alinarak tliplere konulmustur. Kuru

buz ile muhafazali olarak BGI, Hong Kong’a dizileme i¢in gonderilmistir.

1. Her kiigiik RNA parcasina dizisi Onceden bilinen ‘taq’lar takilarak okumalar
yapilmistir. Daha sonra 5° adaptorleri, kontaminantlar ve diisiik kalitedeki okumalar
temizlenmistir.

2. Uzunluklarina gore okumalar smiflandirilmistir. Her okuma igin sirasiyla ID (her
okunana 6zel), uzunluk, okunma sayist ve baz dizilimi belirtilmistir Normalde kii¢iik
RNA uzunlugu 18-30 nt arasindadir. Uzunluga goére ayirim basit analizle kii¢iik RNA

katagorilerinin goriilmesine yardim eder.
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3. Referans genom ile kiigiik RNA’larin ortiistiiriilmesiyle kiiciik RNA’larin ekspresyonu

ve genomdaki durumlar1 analiz edilmistir..

4. Kiiciik RNA’larin bilinen miRNA’lar ile ortlistiiriilmesi yapilmistir. (Su anda 19.
versiyonu (Agustos 2012) yayinlanan miRBase veritabaninin 15. versiyonundaki
mMiRNA’lar kullanilmistir).

5. Kiiciik RNA’lar bir tekrar bolgesiyle oOrtiisiip Ortiismedigi, degrede olmus mRNA
kaynakl1 olup olmadiginin anlasilmasi ve protein kodlayan bir sekans olup olmadiginin
anlasilmasi icin ortiistiirmeler yapilmistir. Bunun icin NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  gen  bankast  veritabaninda ve  RFAM

(http://www.rfam.sanger.ac.uk/) veritabaninda yer alan sekanslar kullanilmistir.

6. Karakteristik stem loop yapisina gore yeni mMiRNA’larin kiiciik RNA’lar igerisinden
bulunmasi i¢in ‘Mireap’ programi ‘Vienna RNA Stracture’ programi ile kullanilmistir.
Bu program ile yeni miRNA’y1 ikincil yapi, Dicer kesim bolgesi ve siniflandirilamamis
ama genom da yeri bulunmus kiiciik RNA’nin minimum serbest enerjisi gibi kriterler

tizerinden yeni miRNAy1 bulmaktadir.

Bitkiler i¢in asagidaki parametreler se¢ilmistir. Bitki mMiRNA’lar1 ig¢in uygulanan
parametreler;
1. Minimum miRNA sekans uzunlugu [18 niikleotit]
Maksimum miRNA sekans uzunlugu [25 niikleotit]
Minimum miRNA referans sekans uzunlugu [20 niikleotit]
Maksimum miRNA referans sekans uzunlugu [23 niikleotit]
Referans miRNA’nin maksimum kopya sayist [20]
Pre-miRNA’nin maksimum serbest enerjisi ([-18 kcal/mol]
MiRNA ve miRNA*arasindaki maksimum ara [300 niikleotit]
MiRNA ve miRNA* eslesmesindeki minimum baz ¢ifti [16]

© o N o g bk~ w DN

MiIRNA ve miRNA* arasindaki maksimum yanlis eslesme [4 niikleotit]
10.MiRNA/mMIiRNA* dupleksindeki maksimum asimetri [4 niikleotit] olarak

belirlenmistir.
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4.6. Morfin Sentezinde Rol Oynayan Genleri Hedefleyen miRNA’larin Bulunmasi

Derinlemesine dizileme sonucu okunan ve herhangi bir katagoride yer almayan 18-24
niikleotidlik kiiciik RNA’lar iizerinden ¢alisma tasarlanmistir. P. somniferum genomu
tamamiyle ¢ikarilmadigi i¢in miRNA olabilecek okumalar sinirl sayidaki Papaver EST’si
icerisinde bulunamamasi ve/veya muhtemel bir pre-miRNA yapisinin dngoriilememesi

nedeniyle yeni (novel) miRNA olarak adlandirilamamaktadir.

psRNATarget  (137) veritabani mMIRNA’larin hedefledikleri genlerin bulunmasinda
kullanilmaktadir. Bu veritabaninda kullaniciya farkli secenek sunulmustur. Istenilen
miRNA dizileri ile istenilen gen dizileri veritabanina yiiklenip mIiRNA hedef gen

komplementerligi rahatlikla tespit edilebilmektedir.

Bu veritabanina kullanici tarafindan yiiklenen kiiglik RNA’lar ve transkripler sekmesine
kurallara uygun sekilde giris ve yiikleme yapilmistir. Derinlemesine dizilemede
okumalarindan 2999700 adet 18-24 nt uzunlugundaki kiiciik RNA’lar ile NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veritabanindan dizileri alinan morfin sentez yolaginda yer
alan TYDC, 4-OMT, 6-OMT, 7-OMT, SAT, CNMT ve COR genlerine ait diziler ile

Ortlistiirilmiistiir.

Genler ile uygun oOrtlismeyi saglayan kiiciik RNA’larin derinlemesine dizileme sonuglari
igerisinde katagorize olup olmadigi kontrol edilmistir. Katagorize olmamis kiigiik RNA’lar
Papaver EST’si igerisinde taranmistir. En fazla 0-3 yanlis eslesme ile EST’de yer alan
kiicik RNA’larin, pre-miRNA yapilai RNA mFOLD (87) veritaban1 kullanilarak
ongoriilmeye calisilmistir. Bunun i¢in kiiciik RNA’nin yer aldigi EST dizisinden yaklasik
200-250 nt bolge programa aktarilmistir. Program hesaplama yaparak %GC igerigi, MFE
(minimum katlanma enerjisi) degeri, pre miRNA uzunlugu gibi degerleri vermistir. Boliim
2.8.’de belirtilen olgun ve pre-miRNA tespit kriterlerinine uyan kiigiilk RNA’lar miRNA

olarak adlandirilmistir

4.7. qRT-PCR ile miRNA’larin Saptanmasi ve Olciilmesi

Hashas bitkisine ait ¢aligilan tiim MiIRNA’lar i¢in izole edilen kapsiil, yaprak, kok, gévde
dokularina ait RNA’lardan cDNAlar elde edilmis ve ardindan miRNA ifade diizeylerini
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tespit etmek icin Roche Light Cycler-480 II cihaz1 kullanilarak, qRT-PCR protokolii
uygulanmistir (71, 96, 138).

cDNA elde etmek igin Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen) enzimi

kullanilmistir. Toplam 7 adet tiip kullanilmstir.

Kapsiil doku RNA’s1 (1 numarali tiip)

Kok doku RNA’s1 (2 numarali tiip)

Govde doku RNA’s1 (3 numarali tiip)

Yaprak doku RNA’s1 (4 numarali tiip)

noRT (reverse transkriptaz enzimi yok) (5 numarali tiip)
noRNA (RNA yok) (6 numarali tiip)

noSSHI (SSI enzimi yok) (7 numarali tiip)

Bunlardan son ii¢ tiip kontrol amagh kullanilmistir. Esit miktarda RNA ile calismaya
baslamak amaciyla, her bir dokuya ait total RNA’lardan 1000 ng olacak sekilde,
ayarlanarak RNA kullanilmustir.

Her bir tiipe;

Icerik Hacim

dNTP (10mM) 0,5 ul

RT primer (1pmol) 1l (Cizelge 4.1.)
RNA degisken

Su (PCR Grade) degisken

Realtime PCR cihazinda tiipler 6nce 65°C’de 5 dk bekletilmis ve hemen buza alinmistir.
Tiiplere;

Icerik Hacim
First Strand Buffer (5X) 4 ul
DTT (0,1M) 1ul
RNase out (40 u/ul) 0,1 ul
SuperScript 11 TM (200 u/ul) 0,25 ul

(6. tipe RNA eklenmemis,7. tiipe 0.25 ul SSIII yerine 0.25 ul su eklenmistir).

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

sentez protokolii uygulanmistir.
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Reaksiyon Kosullart;

Sicaklik Siire Dongli Sayist
1. 16°C 30 dk 1
2. 30°C 30 sn
42°C 30 sn 60
50°C 1sn
3. 10°C 24 sn 1

Islem bitince tiipler -20°C’ye kaldirilmistir veya q-RT-PCR protokoliine gecilmistir.

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

hazirlanmistir.

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

Kontrol amaclhi Ornekler hari¢ diger tiiplerin herbirinin 1/2, 1/4, 1/8 seyreltmeleri

yapilmistir. Kontrol (5-6-7. tiip) gruplarinda ise 1/10 sulandirma yapilmistir. qRT-PCR

plate {izerinde numuneler asagidaki gibi yerlestirilmistir.

1/2 1/4 1/8
1. TUP-KAPSUL- A 000 000 000
2. TUP-KOK B 000 000 000
3. TUP-GOVDE- C 000 000 000
4. TUP-YAPRAK D: 000 000 000
5. TUP-No RT- E 000 (1/10)
6.TUP-No RNA- F 000  (1/10)
7.TUP-No SSlII- G 000 (1/10)
Negatif Kontrol(NTC)-  H: 00

Deney planina gore hazirlanan seyreltme tiiplerinden 2’ser ul, master mix karisimindan

18’er ul konulmustur. H kuyucuguna sample yerine su konulmustur. ‘Plate’ in iizeri

kapatilarak LightCycler480 (Roche) cihazina yerlestirilmistir.
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Reaksiyon Kosullart;

Sicaklik Siire Dongii Sayist
1. 95 °C 5 dk. 1
2. 95 °C 5sn

56 °C 10 sn 45

72°C 1 sn.
3. 95 °C 1 sn.

40°C 2 dk 1

95 °C devaml

Cizelge 4.1 qRT-PCR ile saptanmaya caligilan miRNA’larin primerleri

pso- : Lo
MIiRNAS RT(:{Igg)rler lleri Izgr_r;e;r‘l)er(F)
Adlan
pso-miR2 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC agagocaACtccagt | GCGGCGGTTCCATCTCTTGCA
PSO-MIRS | 116G CTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC agagecaACtgaaae | CC CCCCCCCCTATCCATCCTG
pso-miR5 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC agagecaACygtgac | GCGGCGGGCTTACTCTCTATC
pso-miR6 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACEagageeaACaticag | OCGGCOGCCCECCTTEEATC
pso-miR7 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC agagecaACatggca | GCGGCGGGCCTGGCTCCCTRT
pso-miR11 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCagagecaACeetcga GCGGCGGGGQATGTTGTTTG
pso-miR13 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC agagecaACictict | CGGCGGTGATGGAGGAGAAG
0 s | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC :gageeaACerecea | CGGCGGCTGAAGTGTTTGGG
GG
pso- GCGGCGGTATTGGAGTGAAG
e o | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTagageeaACicect s
e o4 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTgageeaAClgocet | TCGCTTGGAGAAGCAGGGCA
10047847 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC agagecaACiccaac | CGGCGGCATTGCGAGATTTT
10013376 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC agagecaACteeegt CGGCGGAAAGGGAAAACATGG
10000199 | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACEagagecaACaggacy | o0 o0 1 [TTTTTATGTTA
Universal Geri Primer (R) (5'->3")
GTGCAGGGTCCGAGGT

52




4.8. JRT-PCR ile miRNA Hedef Genlerinin ifade Analizi

Haghag bitkisinin 4 farkli dokusunda (kapsiil, govde, yaprak, kok) 13 adet miRNA’ nin
hedef genlerinin ifade diizeyleri ol¢iilmiistiir. qRT-PCR analizleri i¢in Cizelge 4.2.°de
verilen hedefler ve primerleri kullanilmistir. Primerler Blast primer programi kullanilarak
tasarlanmustir (139). Verilerin analizi i¢in ‘threshold’ (Ct) degeri alinir ve Pfaffl’s modeli
kullanilir (140). Roche LightCycler 480 cihazi ve SYBR Green I Master Miks kiti (Roche
kat. No: 04707516001) kullanilmistir. qRT-PCR deneyleri ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.
Oncelikle her bir 6rnekteki RNA miktar1 18S rRNA primerleri (X16077.1) kullanilarak

normalize edilmistir.

Bu primerlerin dizileri; 18S rRNA ileri 5’-TTTGACTCAACACGGGGAAA-3’ve 18S
rRNA Geri 5’-CAGACAA ATCGCTCCACCAA-3’dir. Hazirlanan karisimdan deney
planina gore belirlenen kuyucuklara 18’er pl dagitilmistir. ‘Plate’ in {izeri 6zel yapistirma

jelatiniyle kapatilip, q-RT-PCR cihazina yerlestirilmistir. -RT-PCR deneyinde

Reaksiyon Kosullar1
Sicaklik Siire Dongii Sayisi
1. 95°C 5 dk 1
2. 95°C 10s
55°C 20s 41
72 °C 10s
3. 95°C 5s
55°C 1dk 1
97 °C devamli
4, 40°C 30s 1
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Cizelge 4.2. qRT-PCR ile ifade diizeyleri belirlenmeye c¢alisilan hedeflerin primerleri

Gen ID ve ad1 pso- Ileri Primer Geri Primer(F)
miRNA (5'>3" (5'->3)
Adi
TC392432
F-box/Kelch-repeat | Pso-miR2 CCTGAGCAGATTTGTAGACC CCAACCGCGAGATGAAGA
protein
NP455428 putative
retroelement pol Pso-miR3 AGCCTAGACCTGGTCTGAATG GGAGAGGGAGTAGGT
polyprotein
TC362196
RSY3 Pso-miR5 GAGGTTCGGCACATGGTT CCTGAGAGCTTTTTGTGAGG
(RASPBERRY 3
NP305750
putative auxin Pso-miR7 GGCAAGATCATTACCGTGGA CATTGTCGCTGGACTCTTTG
response factor
AT2G01210.1
leucine-rich repeat pso-
transmembrane MIiR11 TCTAGTGCGGTGGGTACAGG CCTCAGGAGCCAAACAAGG
protein kinase
AT1G52150
HD-ZIP protein pso- GCTCAATGAAGGCCTTGCCCGT GCACGCGAAGCCCTGTTGCA
ATHB-15 miR11
FJ156103.1
7-OMT Pso-
7-0- miR13 TGGAACCGTTCAAGTAACAGAG ATATGCCACGGAGCAAACA
methyltransferase
AT1G56010
NAC1 Pso- TCAGCCACGCTCACAGGCCT GTCGGTCAGGAGGCTCTCCG
No apical meristem miR164
(NAM)
AT2G32460 Pso-
MYB101 MIR159 AGGTAACGGCAGGGTGGAA CAATAGCATGACCCCAACGAG
NR1121
S Pso-
adenosylmethionine MiR535 CATGGCTCTGCTTTCTCCAC GATCTCAGCACCCTCTTGACC
decarboxylase
(SAMDC)
FM164378.1
C. annuum cv. Pso-
Bardenas mRNA MiR535 GGTGATCCTGCGAATGGTTT CCTGCGACTAATGGGGTTC
for lipoxygenase
(lox gene)
AT5G43780
Sulphate Pso- GTTGGTCGCGATCCTGCCG CGCCAACCCACGCATCTTGGT
adenylyltransferase, miR395
APS4
FJ624147.1
P.somniferum COR T0047847 TGATCTTGTCCTCCCTGCTC TCAAGCTTACCGGATGGTGT
(codeinone
reductase)
FJ200354.1
P. somniferum SAT CAACAAGGGTTGAGGTGGTT TGGTGGGTCCATTTTCTTTC
((7S)-salutaridinol- | T0013376
7-0
acetyltransferase)
AF025435.1 GCAACCTCCAAGGCTACAAA TGGCACAGAGAAACAATGGA
P. somniferum
TYDC T0000199

(tyrosine/dihydroxy
phenylalanine
decarboxylase)
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4.9. miRNA Hedef Genlerinin Modifiye 5> RLM-RACE ile Saptanmasi

Modifiye 5° RACE c¢alismasinda 5> RACE den farkli olarak basta uygulanan ilk iki
basamak atlanir (Boliim 2.3.5.2.’de agiklanmistir ). RNA’lara dogrudan adaptor ligasyonu
yapilmigtir. Bu c¢alismada FirstChoice® RLM-RACE Kiti (Part Number AM1700,
Invitrogen) kullanilmistir. Primerler kit protokoliinde anlatilan sekliyle tasarlanmigtir
(141). Bunun i¢in Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) programi
kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan tiim primerler EK-8’de belirtilmistir.

Ligasyon Protokolii;

Icerik Hacim
RNA (esit hacimde tiim doku) 13 ul
5’ RACE Adaptor (0.3 ug/ul) 2 ul
RNA ligaz buffer (10X) 2 ul
T4 RNA Ligaz (2,5 U/ pl) 4l
Su (PCR Grade) 4 ul

Yavasca kangtinlir ve 37 °C inkiibasyona birakilmistir. Bir sonraki asamaya
gecilmeyecekse -20 °C’de saklanmustir. (pozitif kontrol amacli -cDNA olusturulurken asil
protokol aynen takip edilmis sadece Iul konsantrasyonu en diisiik olan dokunun
RNA’sindan ilave edilmistir).

Reverse Transkripsiyonun gerceklestirilmesi;

Icerik Hacim
Adaptor takilmis 6rnek 2 ul
dNTP mix (10mM) 4 ul
Random Decamers(50uM) 2 ul
RT Buffer (10X) 2 ul
M-MLYV Reverse Transkriptaz 1ul
Su (PCR Grade) 20 pl

Yavasca kanistirilir ve 42 °C inkiibasyona birakilir. Bir sonraki asamaya gecilmeyecekse -

20 °C’de saklanmistir.

5’Outer PCR protokolii;

Icerik Hacim
RNA mix 2 ul

5’RACE Outer Primer (10 uM) 1ul
Gene 6zgii geri primer(10 pM) 1l
MgC|2 4 ].Ll
dNTP (10mM) 2 ul

55



Taq pol. Buffer Sul
Tagq DNA polimeraz (5U/ul) 0,25ul

Su (PCR Grade) 36,75ul
Reaksiyon Kosullar
Sicaklik Siire Dongii Sayist
1. 94°C 5 dk 1
2. 94°C 30 sn
64 °C 30 sn 8
72°C 30 sn
94 °C 30 sn
56 °C 30 sn 30
72°C 30 sn
3. 712°C 5dk 1

PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde 100V ve 100 amp. 20 dk yiiriitilmiistiir.

5’inner PCR protokolii;

Igerik Hacim
Outer PCR {irlinii 1 ul
PCR Buffer (10X) 5ul
dNTP mix (10 uM) 4 ul
MgClZ 4 ],Ll

Gene 6zgii geri primer (10 mM) 2 ul
5’RACE Inner Primer (10 mM) 2 ul
Tag DNA Polimeraz (5U/ul) 0,25 pl
Su (PCR Grade) 31,75 ul
5’ inner PCR cihaz protokolii Outer PCR cihaz protokolii ile aynidir. PCR firlinleri %1°lik

agaroz jelde 100V ve 100 amp. 20dk yiirtitilmiistiir.

4.10. Orneklerin Jelden Geri Kazanilmasi

Jelden istedigimiz boydaki bant1 geri kazanmak i¢in Qiagen, Qiaquick Gel Extraction kiti
(Kat. No: 28704) kullanilmistir.
1. Istenilen boydaki bant temiz bir bistiiri yardimiyla kesilerek tiipe konulmustur.
2. Tartilan jelin tlizerine ‘Buffer QG’ den her 1 hacim i¢in 6rnek i¢in 3 hacim
eklenmistir. 50 °C 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Jel siv1 hale gelinceye kadar,

buffer ve jelin bulundugu ependorf ara ara karigtirilmistir.
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3. 1 hacim isopropanol eklenmis ve sollisyon karistirilarak ‘QIAquick column’
(kolon) i¢ine dokiilmistiir. 1 dk 1000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

4. Alttaki sivi kisitm  dokiilmiis ve tizerine 0.75 mL ‘Buffer PE’ eklenmistir. Kolonlar
I min 10000 rpm’de birden fazla santrifiij edilmistir.

5. 50 pL ‘Buffer EB’ kolonlara eklenmis ve 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek 3dk
oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Geri kazanilan DNA spektrofotometrede 6l¢lilmiis ve ligasyon islemine gecilmistir.

4.11. Jelden Geri Kazanilan Orneklerin Vektore Ligasyonu

Calismada vektor olarak pGEMT-Easy (Promega) kullanilmistir. Ligasyon su sekilde
yapilmistir:

Igerik Hacim
Ligaz tampon ¢ozeltisi (10X) 1,5l
PGEM-T vektor (1/5 seyreltik) 1 ul
DNA ligaz enzimi (3U/ul) 0,6 ul
Su (PCR Grade) 6,9 ul

Baglanma islemi 4 °C’de bir gece inkiibe edilerek yapilmistir.

4.12. E.coli Bakterisine Transformasyon

E. coli DH5a hiicrelerinden kompetent hiicre hazirlanmstir.

1. Tek bir bakteri kolonisi 2 ml LB besiyerinde (5 g Tryptone, 2.5 g NaCl, and 2.5
maya ekstresi 500 mL distile suda ¢oziilmiistiir). 37°C 250 rpm sallanarak inkiibasyona
birakilmustir.

2. Bir gece boyunca biiyliyen bakteriler 30 dk. buzda bekletilmis ve 4000 rpm’de 10
dk. santrifiij edilmistir.

3. Dibe ¢oken hiicrelerin {izerine 5 ml soguk 4 mM CaCl konulmustur. Tekrar 4000
rpm de 5 dk santriflij yapilmistir.

4, 2 ml soguk 4 mM CaCl iginde resiispanse edilmistir. Son asama bir kez daha tekrar

edilmistir. Hiicreler transformasyon i¢in hazirdir (133).
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5. E.coli Dh5-a ‘kompetent’ hiicreleri 50 ul alinmis 2 ml’lik steril tiipe aktarilmus,
buzda bekletilmis ve ilizerine 5 pL ligasyon iiriinii konulduktan sonra 30 dakika buzda
inkiibe edilmistir.

6. 42 °C’de 60 saniye sicaklik soku uygulanmis, lizerine 150 p SOC besiyeri
konularak 45 dakika 37 °C, 250 rpm’de sallanarak biiyiitiilmiistiir.

7. Biiyliyen hiicreler ampisilin ve X-gal iceren LB agar kiiltiir tabaklarina ekilmis, 37
°C’de bir gece inkiibe edilmistir.

8. Secilen tek koloniler, steril tlipiin i¢cine 500 p LB (ampisilinli) konulmus bir gece
37 °C, 250 rpm’de sallanarak biiyiitiilmistiir ve 500 p % 50 gliserol konularak -80 °C’de
stoklanmustir.

9. Segilen kolonilerin iginde istenilen DNA par¢asinin olup olmadigini test etmek icin
tekrar primerlerle amplifikasyon yapilmistir (PCR kosullart ilk amplifikasyon ile ayni
olacaktir).

10. Bu bantlarda % 1 agaroz jelinde goriintiilendikten sonra stoklanan hiicreler tekrar 2
m LB’de (ampisilinli) bir gece 37 °C, 250 rpm’de sallanarak biiyiitiilmiis ve plasmit
izolasyonu yapilmistir (133).

4.13. Secilen Koloniler i¢cin Koloni PCR Dogrulamasi

Seg¢ilen kolonilerin i¢inde istedigimiz DNA parcasinin olup olmadigini test etmek i¢in M13
primerleriyle amplifikasyon yapilmistir. Steril bir kiirdan ile koloninin iistiine batirilmistir.
Bulasik kiirdan steril distile su iceren tiiplin i¢ini sokularak hiicreler su igine

distirtilmistiir.

Koloni M13 PCR protokolii,

Igerik Hacim
Ierisinde hiicre olan distile su 5ul
M13 Forward primer (10 pmol) 1yl
M13 Reverse primer(10pmol) 1 ul
MgClI 1,5 ul
dNTP(10mM) 0,5 ul
Taq pol. Buffer (10X) 2,5ul
Taq DNA pol (5U/pl) 0,25 pl
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Su (PCR Grade) 13,25 ul

Reaksiyon Kosullart,
Sicaklik Siire Dongii
1. 94°C 5dk 1
2. 95°C 1dk
54 °C 1dk 35
72°C 1dk

Bu bantlarda % 1 agaroz jelinde goriintilenmistir. Sonra, hiicreler tekrar 3 ml LB’de

(ampisilinli) bir gece 37 °C, 250 rpm’de sallanarak biiyiitiilmiis ve plazmid izolasyonu

yapilmistir (133).

4.14. Plazmit izolasyonu

Plasmit izolasyonu i¢in Qiagen QIAprep Spin Miniprep Kit (Cat no: 27104) kullanilmistir.

Uretici frimanin talimatina uyularak plasmit izolasyonu yapilmistir.

1.

Istenilen koloniler almarak 5 mL LB-ampicilline (1ug/1L) besiyerine ekilmistir ve
37 °C’de 250 rpm’de sallanarak gece boyu biiyiitiilmiistiir.

Bakteriler 2 dk 14000 rpm’de santrifiij yapilarak toplanmis ve supernatant
atilmistir. 250 puL ‘Buffer P1° (RNaz 6nceden eklenmis (100 ug/mL)) pellet lizerine
ilave edilmistir. Vorteks yardimiya siispansiyon hazirlanimistir.

250 pL ‘Buffer P2’ eklenmis ve 5-10 kez tiip ters yiiz edilerek karigtirilmistir. Oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.

‘Buffer N3’ eklenmis ve yine ters yiiz edilerek karigtirmmistir. 14000 rpm’de 10 dk.
santrifiij edilmis ve supernatant spin kolonuna aktarilmistir. 1 dk 14000 rpm’de
santrifiij yapilarak dokiilen s1v1 kisim atilmustir.

Spin kolonlar1 750 puL ‘Buffer PE’ ile yikanmistir. Bunun i¢in 1 dk 14000 rpm’de
santrifiij yapilmistir. Stvi kisim atilmis ve tekrar yikama yapilimigtir.

Kolonlar yeni bir tiipe yerlestirilmistir. 30 uL ‘Elution Buffer’ kolona eklenmis ve
3 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Plazmitler 1 dk. 14000 rpm’de santrifii
yapilarak elde edilmistir.
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4.15. Plazmitlerin Dizi Analizi

Spektrofotometrede Ol¢limii yapilan plazmidler en az 30 ng ve 30 pL olacak sekilde
ayarlanarak REFGEN (Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji Sirketi)’e (Ankara)

gonderilmistir. Sekans okumalar: T7 ve M 13 primerleriyle yapilmistir.

4.16. Derinlemesine Dizileme Sonucu Bulunan miRNA’larin Hedef Genlerinin

Biyoenformatik Olarak Bulunmasi

Derinlemesine dizileme sonucu bulunan tiim hashas MiRNA’larinin hedef genleri Dai ve
Zhao (2011) tarafindan hazirlanan psRNATarget veritabani
(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) yardimiyla bulunmustur (137). Bu veritabaninda
ilgili bitkinin transkript ve/veya genomik kiitliphanesi Onceden yiiklenmistir. Olgun
miRNA dizileri veritabanina yiiklenerek hedef bitki veya model bitki belirlenerek 6nceden
yiiklenmis transkript ve/veya genomik kiitliphane segilmistir. Bu veritabaninda ayrica
maksimum olasilik (0-5.0 arasi1), komplementer bolgenin uzunlugu (hspsize) (15-30 bp
arasi), hedefe erisebilirlik (hedef bolge eslesmesinde izin verilen maksimum enerji, UPE)
(0-100 arasi, diisiik tercih edilir), hedefe erisebilirlik analizi i¢in hedef bolgenin yan sinir
uzunlugu (5’ ucundan 17bp / 3’ ucundan 13 bp) ve translasyonal inhibisyon ig¢in
komplementer bolgenin merkezindeki yanlis eslesme araligi (9-11 nt) gibi kullanict
tarafindan segilen parametreler bulunmaktadir. Maksimum olasilik parametresi 3.0 olarak
secilmistir. Cilinkli bitkilerde hedef ile miRNA arasinda 3 den fazla yanlis eslesme
olmamasi gerekmektedir (131). Komplementer bolge uzunlugu minimum 20 bp olarak
secilmisgtir. Clinkii 20 bp’den daha kisa MIiRNA’lar saglikli bir bi¢imde analiz

edilememektedir. Diger parametreler de herhangi bir degisiklik yapilmamustir.

4.17. Biyoenformatik Olarak Bulunan miRNA Hedef Genlerinin GO Analizi

Derinlemesine dizileme ve miRNA mikroarrayinde tespit edilen tim mMiRNA’larin hedef
genleri psRNATarget programi ile belirlenmistir. Genlerin diger genlerle iliskisi; biyolojik
proseslerde ve hiicrenin bilesiminde yer alip almadigi, molekiiler fonksiyonu, herhangi bir
yolakla iliskisi Blast2GO (http://www.blast2go.com/b2glaunch/start-blast2go) programi
yardimiyla kolayca tespit edilebilir (142). Bu program Java programi (Www.java.com.tr)

ile galisir. Gen dizileri programa yiiklenmistir. ilk adimda BLAST yapilmistir. Boylece gen
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ile ilgili giincel bilgiler NCBI gibi veritabanlarindan toplanmistir. Bu islem bittikten sonra
GO (gen ontolojisi) yapilmistir. Genin dogrudan veya dolayli iliskili oldugu tiim biyolojik
ve molekiiler prosesler belirlenmistir. Ugiincii adimda KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) yapilmistir. KEGG genin herhangi bir yolakda yer alip almadigi
aldiysa bu yolaktaki islevi, hangi reaksiyonlarda yer aldigi yolak haritasiyla beraber

gosterilmistir.

KEGG sistem bilgisi (Pathway, Brite, Module, Disease, Drug, Environ), genomik bilgi
(Orthoology, Genome, Genes, SSDB) ve kimyasal bilgi (Compound, Glycan, Reaction,
Rpair, Rclass, Enzyme) olmak iizere 3 katagori altinda yer 16 veritabaninin birlesimiyle
olugmustur. 2003 yilindan dnce sistem bilgisi katagorisi altinda yer alan KEGG Pathway
veritabaninda enzim genleri EC ile baslayan bir numaraya sahipti. Fakat gilinlimiizde
hiyerarsik bir isimlendirilmenin temel aldigi KO ile baglayan siniflandirilma
kullanilmaktadir. Ayrica bu enzim genlerinin biyolojik yolaklarin neresinde rol aldig1 ve

ilgili enzimin katalizledigi reaksiyonun kimyasal formiilasyonu da agikga belirtilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonlarinda iki farkli yaklasim kullanilmustir. ilk olarak miRNA mikroarray
analizi yapmak i¢in miRVana ile kii¢iik RNA’lar1 zengillestirilmis RNA izolasyonu
yapilmustir (Sekil 5.1.b). Uygulanan ikinci yaklasim ile tespit edilmis olan MiRNA’lar
coglatmak ifade seviyelerini 6lgmek (qQRT-PCR ile) ve miRNA’larin hedefledigi genleri
klonlamak (RLM-RACE ile) i¢in total RNA izolasyonlar1 Trizol, (Invitrogen) kullanilarak

yapilmustir (Sekil 5.1.a).
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Sekil 5.1. RNA agaroze jel (%2) goriiniileri. A) Trizol ydntemiyle izole edilen total RNA izolasyon
sonuglari. Miks RNA kok, govde, yaprak ve genc kapsiill RNA’larimin esit miktarda karisimiyla elde
edilmistir. B) miRVana izolasyonuyla elde edilen kii¢iik RNA’lar1 yogunlastirilmis izolasyon sonuglari.

Izole edilen RNA’larin toplam kalite ve miktar tayinleri yapilarak sonuglar. Sekil 5.1. ve
Cizelge 5.1°de verilmistir. Ayrica Sekil 5.1.’de ki total RNA 6rneklerinde 4 adet bant (25s
rRNA, 23s rRNA, 18s rRNA ve 16s rRNA) goriiliip, intak total RNA’lar izole edilmistir.
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Cizelge 5.1.1zole edilen RNA’larm kalite ve konsantrasyon tayinleri

Konsantrasyon | Toplam | Toplam | OD260/ | OD260/
(ng/ul) volim | miktar | OD280 | OD230
(1l) (ng)
= Kok 38 50 19 19 14
é, Govde | 40 50 2.0 2.0 1.6
s 3 Geng | 45 50 22 17 13
g>_: <ZE Kapsiil
E & Yaprak | 45 50 22 18 16
g Miks 27 28 0.756 19 15
Kok 258 50 12.9 21 2.2
é Govde | 700 50 35 2.0 2.0
7
= ‘—S“ Geng 1660 50 8.3 1.9 2.1
'E <ZE Kapsiil
@ Yaprak | 250 50 125 19 1.9
§ Miks 1024 18 18.4 21 1.9

Ayrica Solexa derinlemesine sekanslama oncesi Biyoanalyzer Agilent 2100 ile RNA
analizleri yapilarak dizileme i¢in izole edilen RNA’larin yeterli kalitede oldugu teyid
edilmistir (Sekil 5.2.).
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Kiiglik RNA’lar SmallRNA [ 1:0 ] -
[FU] /
6 |
1 — {
2 —
0 =t 2 LEL VTN I, PNETY] (M0 U '-\.,n-a.i.-\.'_é;l)-':.1.:..)"._,'-‘\_---'"-:;:.*
1 L -
I T T I | I
25 200 1000 4000 [nt]
Overall Results for sample 4 : SmallRNA o
RMA Area: 14.2
RMA Cancentration: 27 ng/fpl
RMA Ratio [28s / 18s]: 0.7
RMA Integrity Number (RIN}: 3 (B.02.07, Anomaly Threshald(s) manually adapted)
Result Flagging Colar: |:[
Result Flagging Label: RIN:3
Fragment table for sample 4 : SmallRNA

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area 9% of total Area
188 1,383 1,488 0.5 3.2
285 3,203 3,335 0.3 21
TotalRMA [ 1:3 ]
[FU]
i
10 |
5 " I.-I | —
Y L "
00— d rapnt Ve U ALt el
1 L J
T T T T T I 1
25 200 1000 4000 [nt]
Ovwverall Results for sample 1 : TotalRNA
RMA Area: 135.5
RMNA Concentration: 256 ngyul
RMNA Ratio [28s f 18s]: 1.6

RMA Integrity Number (RIN):

Result Flagging Color:

Result Flagging Label:

Fragment table for sample 1 :

7.1 (B.02.07, Anomaly Threshaold(s) manually adapted)

RIN: 7.10
TotalRNA

MName Start Size [nt] End Size [nt] Area %% of total Area B
185 12} 1,852 2.0 8.9
285 3,468 14.5

Sekil 5.2. Bioanalyzer 2100 agilent cihazi yardimiyla miks RNA’lar i¢in yapilan ayrintili

analiz raporu. A) miRVana izolasyonuyla yapilan kiigiik RNA izolasyonu. B) Trizol ile izole edilen total
RNA sonuglari

5.2. Derinlemesine Dizileme Calismasi

Derinlemesine dizileme ile toplam okunan baz sayist 11.999.328” dir ve bunun 10.510.914
(%89,21)’1 temiz okumadir (adaptorler temizlendikten sonra). Benzersiz kiigiik RNA dizisi
okumasi (unique sRNA reads) 2.999.700 olarak saptanmistir. Bu kii¢iik RNA okumalarinin
488.373 dizi okumasi yani % 4,65 lik bolimii miRNA benzeri dizi olarak bulunmustur.
Geri kalan RNA okumalar1 ise 150.795 tRNA, 289.634 rRNA, 2721 snRNA, 1.345
snoRNA, 1.839.895 siRNA, 31.158 ekzon-sens RNA, 1.257 ekzon-antisens RNA, 464
inron-sens RNA, 495 intron anti-sens RNA olarak bulunmustur (Cizelge 5.2.).
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Cizelge 5.2. Hashasa ait kiigiik RNA dizi okumalarinin kategorilere gore dagilima.

Kategori SBRe’ %Ae\rsu % ;I'Igﬁlzm %
Toplam 2,999,700 100% 10510914 | 100%
Ekzon_antisens | 360 0.01% 1257 0.01%
Ekzon_sense 1395 0.05% 31158 0.30%
intron_antisens | 220 0.01% 495 0.00%
intron_sens 116 0.00% 464 0.00%
mMiRNA 12550 0.42% 488373 4.65%
rRNA 20210 0.67% 289634 2.76%
Tekrar 5280 0.18% 93094 0.89%
SiRNA 77732 2.59% 1839895 | 17.50%
SNRNA 796 0.03% 2721 0.03%
snoRNA 426 0.01% 1345 0.01%
tRNA 7158 0.24% 150793 1.43%
Belirsiz 2873457 95.79% 7611685 | 72.42%

Solexa Illumina teknolojisi yardimiyla toplam 12.550 hashas miRNAs1 saptanmis olup bu
MiRNA’larin ¢ogunlugunun (%39.5) 24 niikleotid boyunda oldugu tesbit edilmistir.
Haghas miRNA’larinin boyutlarina gére dagilimi Sekil 5.3” de verilmistir.
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Nikleotid sayist

Sekil 5.3. Hashas olgun mMIiRNA’larinin uzunluklarinin dagilimi. miRNA’larin  biiyiik
cogunlugunun 24 niikleotid ve 21 niikleotid uzunlugunda oldugu saptanmustir.

Derinlemesine dizileme sonucu bulunan miRNA’lar, miRBase veritabaninda yer alan ve
onceden bulunarak, dogrulugu ispatlanmis MIRNA’lar ile Ortistiiriilmistir. Sonugta

MIRNA’larimiz, 124 miRNA ailesi olarak kategorize edilmistir. Bu miRNA ailelerinin
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olgun miRNA sekanslar1t EK-1’de verilmistir.

Cizelge 5.3. Derinlemesine dizileme sonucu haghasta belirlenen miRNA aileleri

miRNA Ailesi Okuma
Sayisi

pso-miR156 92129

pso-miR167 34560

pso-miR157 17899

pso-miR164 6218

pso-miR159 3757

pso-miR780 2572

pso-miR2108 1592

pso-miR6027 1113

pso-miR319 972

pso-miR1439 940

pso-miR390 792

pso-miR1851 712

pso-miR1310 596

pso-miR171 431

pso-miR2628 354

D
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pso-miR5205 281

pso-miR894 258

pso-miR1511 208

pso-miR395 176

pso-miR1850 157

pso-miR1023 152

pso-miR1863 139

pso-miR393 115

pso-miR2948 113

pso-miR1312 98

pso-miR2867 90

pso-miR1051 82

pso-miR2099 79

pso-miR2111 78

pso-miR854 69

pso-miR950 67

pso-miR1534 60

(e} ‘
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Cizelge 5.3. devam
pso-miR901 56

pso-miR6466 53

pso-miR835 48

pso-miR1533 47

pso-miR2055 44

pso-miR829 43

pso-miR169 39

pso-miR1061 37

pso-miR1862 34

Pso-miR1146 29

pso-miR1028 24

pso-miR1152 19

pso-miR1514 18

pso-miR1881 15

pso-miR860 14

pso-miR5181 11

pso-miR2092 10

pso-miR2615 9

[o2}
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Cizelge 5.3. devam

pso-miR1850
pso-miR1040
pso-miR1508
pso-miR2091
pso-miR2636
pso-miR2634
pso-miR161

pso-miR1314
pso-miR1867
pso-miR1433
pso-miR2097
pso-miR473

pso-miR1080
pso-miR912

pso-miR1217
pso-miR2275
pso-miR2936
pso-miR6434
pso-miR415

pso-miR1070
pso-miR162

pso-miR426

pso-miR1154
pso-miR820

P RN DN N DN DN DN Ows,DDd PP 01O N 00 00 ©

Derinlemesine dizileme sonucu 124 miRNA ailesi saptanmistir. Bunlardan 27 tanesi

korunmus 97 tanesi ise korunmamis miRNA aileleri olarak siniflandirilmistir.

Korunmus miRNA aileleri; miR156, miR159/319, miR160, miR166, miR171, miR408,
miR390/391, miR395, miR396, miR397, miR398, MmiR162, miR164, miR167, miR168,
miR169, miR172, miR393, miR394, miR399, miR827, miR2111, miR472, miR2275,
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miR528, miR530 ve miR535 dir. Bu korunmus miRNA’larin bazilarmin pre-miRNA
dizileri EK-2’de verilmistir.

5.3. Morfin Sentezinde Rol Oynayan Genleri Hedefleyen miRNA’lar

Yapilan analiz sonucu 7-OMT genin 15, 4-OMT genin 14, 6-OMT genin 5, SAT genin 8,
COR genin 3, CNMT genin 15 ve TYDC genin 47 tane kiigiik RNA ile komplementer
oldugu belirlenmistir (EK-3). Bu kiicik RNA’lardan 3 tanesi Papaver EST’si ile
ortiigmiistlir (EK-3). Bu 3 kii¢clik RNAdan sadece 7-OMT genini hedefleyen 1 kiiciik RNA
(t0071347)’nin pre-miRNA yapis1 Ongiiriilebilmis (EK-3, Sekil 5.4.) ve MFEI degeri
hesaplanmistir ve yeni hashas miRNAsi olarak pso-miR13 olarak adlandirilmistir (Cizelge
5.4.). Diger 2 kiicik RNA (1 adet (t0013376) SAT, 1 adet (t0000199) TYDC ve COR
geniyle komplementer 1 kiigiik RNA (t0047847) nin hashas bitkisinde farkli dokulardaki
ifade diizeyleri qRT-PCR ile 6l¢iilmiistiir. Sonuglar ‘B6liim 5.7.” *de verilmistir.

5.4. Hashasta Derinlemesine Dizileme Sonucu Bulunan Yeni miRNA’lar

Tiim dokulara (kok, govde, yaprak ve kapsiil) ait RNA’larin esit miktarda birlestirilmesi
sonucu kii¢ilk RNA kiitiiphaneleri olusturulmus ve okumalar yapilmistir. Sonugcta hashas
bitkisine ait 7 adet yeni miRNA tespit edilmistir (Cizelge 5.4.). Yeni olgun miRNA’lar 19-
22 niikleotit uzunlugundadir. Bu miRNA’larin pre-miRNA uzunluklar1 88-214 niikleotid
arasinda olup MFEI degerleri ise 0,72-1,23 arasindadir.
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Cizelge 5.4 Derinlemesine dizileme sonucu bulunan yeni miRNA’lar

mMiRNA Sekansi (5°-3) OU | PU | MFEI | GC AG | Oku | Homolog

adi % ma mMiRNA

pso-miR2 | UUCCAUCUCUUGCACACU |21 |88 | 1,04 534 |- 29 wi-miR2950
GGA 49,30

pso- 21 | 115 | 1,08 52,17 | - 10 aly-miR390a-

miR3.1 CGCUAUCCAUCCUGAGUU 65,10 3p

pso- UCA 123 | 1,23 39,02 | -

miR3.2 57,80

pso- 123 | 1,08 39,02 | -

miR3.3 52,10

pso- CCCGCCUUGCAUCAACUG |21 | 214 | 0,72 48,59 | - 547 aly-miR168-

miR4.1 AAU 75,80 3p

pso- 193 | 0,75 44,5 -

miR4.2 62,50

pso-miR5 | GCUUACUCUCUAUCUGUC |20 | 111 |1,22 45,04 | - 26 aly-miR156e-
ACC 61,30 3p

pso- 21 |98 |114 53,06 | - 26 csi-miR160

miR7.1 GCCUGGCUCCCUGUAUGC 59,30

pso- CAU 101 | 0,84 54,45 | -

miR7.2 46,40

pso- 101 | 1,023 46,53 | -

miR7.3 48,10

pso- GGAAUGUUGUUUGGCUCG | 22 | 135 | 1,23 35,55 | - 73 aly-miR166a-

miR11 AGG 57,80 5p

pso- UGAUGGAGGAGAAGAGAA | 20 | 165 | 0,77 288 |- 31 -

miR13 GA 34,09

OU: olgun miRNA uzunlugu PU: pre-miRNA uzunlugu MFEI: minimum katlanma

Yeni miRNA’lara pre-miRNA ikincil yapilari ise Sekil 5.4.’de; pre-miRNA dizileri EK-

4°de verilmistir.

pso-miR2

10 20 30 40
UU | UA U UG ACA GGCA GUA
GUGG UAUUCCAUCUC UGCACAC G GCC GCC \
UACC AUAAGGUAGAG ACGUGUG C CGG UGG G
GU~» GC U GU GA- -———- AAG
80 70 60 50

pso-miR3

10 20 30 40 50
A U UcC G U U-- G GU--| U
GAAGAA CC UGAAGCUCAGGA GGAUAGCGCCG UGAU GAAG CG UCCG U
CUUCUU GG ACUUUGAGUCCU CCUAUCGCGGC GCUA CUUU GC GGGC U
- - UC A - UCU A GGUU" A
110 100 90 80 70 60
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Sekil 5.4. (devam)

pso-miR4
10 20 30 40 50 60 70
UCAGUCAUCG| GC UA C U A GU .—UUUGUUCAUC UG U
GC UCUC AUUCG UUGGUGCAGG CGGGA CU UUCGCUU A AUCC
CG AGAG UAAGU AACUACGUUC GCCCU GG AAGCGAG U UAGU
—————————— ~ AC CccC cC cC A UU \ ————=——----GU U
190 180 170 160 150 80
pso-miR5
10 20 30 40 50
GGAAGG GA = | AACU uu UUA
GG GGUGACAGA AGAGAGUGAGCACAUAAGGU UUC GCAUG G
CC CCACUGUCU UCUCUCAUUCGUGUAUUUCG AAG CGUAC G
CUAAAA AC A" -———= Uuu UuG
100 90 80 70 60
pso-miR7
10 20 30 40
GUGU C CU UA -| G A

GUAUGUGC UGGCUCC GUAUGCCAUUUG GA GC CAUCGG \
UAUAUACG ACCGAGG UAUGCGGUAGAC CU CG GUAGCC A

AUUC U AG GC C* G U
90 80 70 60 50
pso-miR11
10 20 30 40 50 60
GA uu CU C CA UAU--—| U GGAU
GGUUGAUGGGAAUG GUUUGG CGAGGUU AUAUAU AAC AUA CAACUUUUUU \
CCAACUGCCCUUAC CGGACC GCUCUAA UAUAUA UUG UGU GUUGGGAAAA A
AA uu AG - AA UUAGUU”™ U AGAA
130 120 110 100 90 80 70
pso-miR13
70 80 90
——————————————— —— A GA AAUAAGA
UUGAUGGA GGAGAAGAG AGAU AG U
GAUUACUU UcCcuUuuUuUuuC UUUA UC G
UUAAAAAAAAUUUUG AG G G- AAAAAAA
140 130 120 110 100

Sekil 5.4. Hashasta bulunan yeni miRNA’larin pre-miRNA yapisi. Kirmiz: isaretli dizi olgun

miRNA yapisin1 gostermektedir.
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5.5. Mikroarray Tabanli Genom Diizeyinde miRNA ifade Analizi

Hashas bitkisinde bulunan miRNA’larin farkli dokulardaki (kok, govde, yaprak, geng
kapsiil) ifade diizeyleri arasindaki farkliliklarin dl¢iilmesi amaciyla mikroarray ¢aligmalari

yapilmustir.

Karsilagtirmali analizler icin bir¢ok farkli kiyaslama yapilmistir. Buna 6rnek olarak kapsiil
dokusu ifade diizeyinin kok, govde ve yapraklardan alinan sinyallerle karsilagtirildigi gibi
ayr1 ayr1 kokle, govdeyle ve yaprakla karsilastirilmasi da verilebilir. Benzer sekilde govde,
yaprak ve kok icinde karsilastirmali analizler yapilmistir. Ek-5’de p< 0,01 olan biitiin
ornekler karsilastirmali olarak analiz edilerek ANOVA sonuglart verilmistir. Dokularda

ifade olan miRNA’larin mikroarray analizi Cizelge 5.5.’de gosterilmistir.

Cizelge 5.5. Hashas bitkisinde 4 farkli dokuya ait miRNA’larin mikroarray analizleri
(p<0.01)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
yaprak kapsiil govde Kok
Prob ismi ortalama ortalama ortalama Ortalama
aly-miR156a 753 5,635 273 2,295
bna-miR156a 743 4,990 226 2,026
ahy-miR156a 65 88 34 62
far-miR156b 51 60 29 57
ghr-miR156¢ 335 4,045 97 689
smo-miR156¢ 238 397 42 40
smo-miR156d 25 31 20 2
wi-miR156e 147 2,847 42 378
sbi-miR156e 543 4,229 173 1,463
gma-miR156f 56 82 31 39
aly-miR156g 743 5,473 281 2,238
gma-miR1569 101 92 40 0
aly-miR156g-3p 0 40 0 2
vvi-miR156h 77 548 29 91
aly-miR156h 204 347 45 22
ptc-miR156k 155 2,933 70 314
0sa-miR 156l 452 3,341 107 1,129
far-miR159 16,287 16,944 19,668 21,697
aly-miR159a 16,167 17,512 20,772 22,726
aly-miR159b 15,160 16,920 19,350 20,679
aly-miR159c 5,991 10,750 9,021 7,791
0sa-miR159d 6,069 10,050 8,403 8,577
0sa-miR159¢ 6,231 10,136 8,559 8,794

73



Cizelge 5.5. devam

sof-miR159e 168
0sa-miR159f 15,177
zma-miR159¢g 13
ppt-miR160b 30
0sa-miR160e 42
ppt-miR160c 21
aly-miR164a 5171
far-miR164a 2,755
aly-miR164c 5,237
0sa-miR164c 5,685
shi-miR164c 5,755
rco-miR164d 7,029
osa-miR164d 5,658
0sa-miR164e 6,893
zma-miR164h 1,972
mtr-miR166b 6,611
far-miR166 912
aly-miR166a 4,774
crt-miR166a 6,086
crt-miR166b 6,736
sbi-miR166a 5,726
ppt-miR166m 1,217
ppt-miR166j 3,466
0sa-miR166i 1,360
ptc-miR166n 4,739
0sa-miR166k 3,552
0sa-miR166m 6,484
0sa-miR166e 2,766
sbi-miR166k 6,423
0sa-miR166g 6,189
ahy-miR167-5p 5,102
ppt-miR167 4,043
aqc-miR167 1,195
aly-miR167a 4,668
bna-miR167a 3,159
aly-miR167c 2,178
vvi-miR167¢c 3,107
aly-miR167d 4,288
osa-miR167d 5,035
gma-miR167g 1,261
ptc-miR167h 3,838
mtr-miR168 2,463
aly-miR168a 6,412
aly-miR168a-3p 1,269
smo-miR171a 271
gma-miR171a 296
aly-miR171b 394
smo-miR171b 217
zma-miR171b 443
bdi-miR171c 591

512
16,667
69

41

50

12
10,345
12,823
10,567
13,080
11,842
13,852
10,598
13,898
8,177
2,733
70
1,814
2,031
2,539
1,770
191
1,096
425
2,194
1,102
2,337
955
2,945
2,544
8,525
7,335
3,558
7,923
5,095
5,179
5,033
6,515
8,138
3,339
6,741
1,544
3,227
596

68

79

131

21

161
372

74

279
20,280
48

68

65

24
6,125
6,537
6,303
8,504
7,197
9,351
6,402
9,753
3,361
5,297
235
4,013
4,338
5,087
4,197
415
2,510
495
4,184
2,319
5,043
2,329
6,006
5,466
671
390
90
684
238
181
201
501
610
90
251
2,259
5,255
1,113
57

62

99

34
124
177

150
22,596
26

80

90

38
2,493
477
2,536
2,700
2,393
3,139
2,701
3,261
230
4,896
174
2,590
3,699
4,031
3,231
246
1,332
139
2,992
1,114
3,754
971
4,430
3,999
110
70

10
124
49

17

28

96
109

20
482
4,048
1,208
21

13
20
21



zma-miR171c 287 153 75 4

aqc-miR171f 311 175 93 10

shi-miR172a 611 354 1,143 1,349

wi-miR172a 202 57 234 263

aly-miR172b-3p 551 136 1,206 1,368

osa-miR172c 405 207 701 801

ptc-miR172i 339

pta-miR319 168 1,735 1,492 894

aly-miR319a 210 1,563 1,320 1,197

ppt-miR319c 553 3,895 2,920 2,252

gma-miR390a-3p 91 373 202 970

aly-miR390a-3p 98 378 199 1,111

aly-miR390b-3p 16 83 58 273

osa-miR395a 24 75 102 15

tae-miR395b 45 69 94 7

aly-miR395b 46 524 196 38

aly-miR395c 31 447 183 14

sbi-miR395f 87 77 96 6

mtr-miR395h 192 62 82 4

0sa-miR3950 791 4 27 6

far-miR396 10 3 35 96

aly-miR396a-3P 59 508 313 5,816

aly-miR396a 952 83 777 4,518

gma-miR396e 9,207 3,424 8,163 20,337

sbi-miR396d 2,587 343 2,135 8,730
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Cizelge 5.5. devam

osa-miR396f 1,544 107 556 2,851
0sa-miR396¢ 78 16 79 113
pab-miR397 41 175 4 16
sly-miR397 27 252 9 16
aly-miR397a 60 315 15 7
bna-miR397a 15 97 7 0
zma-miR397a 9 81 7 4
ptc-miR397b 41 232 10 11
ptc-miR474a 5 127 65 33
ptc-miR474b 6 133 65 36
ptc-miR474c 3 117 68 20
aqc-miR529 312 32 51 61
far-miR529 452 17 45 85
ppt-miR529a 265 21 34 47
ppt-miR529d 220 19 37 49
ppt-miR529g 166 26 28 29
0sa-miR530-5p 3,932 8 722 54
csi-miR530b 550 1 44 4
csi-miR535 8,683 877 2,702 4,892
0sa-miR535 19,836 4,615 10,541 20,910
aqc-miR535 14,930 3,341 7,926 15,066
ath-miR854a 69 504 64 70
cre-miR1148.1 20 73 103 7
pta-miR1310 13 17 42 26
pta-miR1314 0 924 0 0
hvu-miR1436 121 1,932 352 515
ptc-miR1450 2,228 1,920 1,589 4,939
0sa-miR1858a 17 14 49 7
peu-miR2911 52,507 4,847 36,139 5,975
peu-miR2916 191 761 121 1,226
0sa-miR2919 228 2,177 468 825
vvi-miR2950 45 37 45 219

Kisaltmalar: ath: Arabidopsis thaliana, ahy: Arachis hypogeaa, aly: Arabidopsis lyrata aqc:
Aquilegia caerulea, bdi: Brachypodium distachyon, far: Festuca arundinacea osa: Oryza
sativa, ptc: Populus tricocarpa,bna: Brassica napus, cre: Chlamydomonas reinhardtii, Gma:

Glycine max, crt: Citrus reticulata, ghr: Gossypium hirsutum hvu: Hordeum vulgare, Mtr:

Medicago truncatula, smo: Selaginella moellendorffii, Sof: Saccharum officinarum, sly: Solanum
lycopersicum Sbi: Sorghum bicolor, Ppt: Physcomitrella patens, peu: Populus euphratica, rco:

Ricinus communis Zma: Zea mays, Pta: Pinus taeda, Tae: Triticum aestivum, Vvi:Vitis vinifera.

4 farkli doku icin yapilan miRNA mikroarrayi sonucunda hashas bitkisinde miR156/157,
miR159, miR160, miR164, miR166, miR167, miR168, miR171, miR172, miR319,
miR390, miR395, miR396, miR397, miR474, miR529, miR530, miR535, miR854,
miR1148, miR1310, miR1314, miR1436, miR1450, miR1858, miR2911, miR2916 ve
miR2919 olmak iizere toplamda 28 miRNA ailesi tespit edilmistir. Bunlardan 17 tanesi

korunmus miRNA ailesidir.
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pso-miR 156 hashasta dort dokuda da tespit edilmistir. Fakat diger dokulara kiyasla kapsiil
dokusunda en fazla, govdede ise en az ifade edilmektedir. pso-miR164 ve pso-miR167
kapsiilde ¢ok, kokte az; pso-miR319, pso-miR474 ve pso-miR2919 kapsiilde ¢ok, yaprakta
az ifade edilmektedir. pso-miR854, pso-miR1314, pso-miR1436 ve pso-miR397 kapsiilde
daha fazla ifade olmaktadir. pso-miR529, pso-mir530, pso-miR2911 ve pso-miR166
kapsiilde az, yaprakta ¢ok; pso-miR535 kapsiilde az; pso-miR172 ve pso-miR396 ise
kapstilde az, kokte ¢cok ifade edilmektedir.

pso-miR168 yaprakta ¢ok; pso-miR171 kokte az, yaprakta ¢ok; pso-miR1148 ve pso-
miR1858 kokte az, govdede c¢ok; pso-miR1310 yaprakta az govdede ¢ok ifade
edilmektedir. pso-miR1450 ve pso-miR160 kokte ¢ok ifade edimektedir. pso-miR390
kokte ¢ok, yaprakta az; pso-miR2916 kokte cok, gdvdede az; pso-mir395 ise kokte az ifade
olmaktadir. pso-mirl59a-b ve pso-miR159f kokte fazla yaprakta az, pso-miR159c-e ve
pso-miR159q ise kapsiilde fazla ifade olmaktadir.

5.6. Hashas miRNA’larinin Hedef Genleri

Haghas bitkisine ait mMiRNA’lar derinlemesine dizileme ve miRNA mikroarray1 ile tespit
edilmistir. Korunmus mMiRNA’lar ve yeni hashas miRNA’larin biyoenformatik olarak
hedefledikleri genler/proteinlerin aksesyon numaralar1 ve adlar1 Cizelge 5.6’da verilmistir.
Geriye kalan miRNA’larin hedef gen sonuglari EK-6 ‘de verilmistir. Hedef genler
bulunurken psRNATarget adl1 veritaban1 kullanilmistir. Haghas genomu tiim detaylar ile
bilinmediginden hashas bitkisine en yakin model bitki olarak Arabidopsis thaliana segilip

tiim analizler bu model bitki kullanilarak yapilmistir.
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Cizelge 5.6.
genler

Hashas bitkisinde tespit edilen korunmus ve yeni MiRNA’larin hedefledikleri

mMiRNA

Hedef ID

Hedef genin/proteinin adi

pso-miR535

AT5G65950.1

Fonksiyonu bilinmeyen protein

AT1G63660.2

GMP synthase (glutamine-hydrolyzing), putative / glutamine
amidotransferase, putative

pso-miR156

AT2G33810.1

SPL3 | squamosa promoter binding protein-like 3

AT3G57920.1

SPL15 | squamosa promoter binding protein-like 15

AT1G27360.2

SPL11 | squamosa promoter-like 11

AT5G50670.1

SPL13B, SPL13 | Squamosa promoter-binding protein-like (SBP domain)
transcription factor protein ailesi

AT2G42200.1

SPL9, AtSPL9 | squamosa promoter binding protein-like 9

AT5G43270.3

SPL2 | squamosa promoter binding protein-like 2

AT1G27370.3

SPL10 | squamosa promoter binding protein-like 10

AT5G50570.2

SPL13A, SPL13 | Squamosa promoter-binding protein-like (SBP domain)
transcription factor family protein

AT3G28690.1

Protein kinase superfamily protein

AT1G53160.1

SPL4 | squamosa promoter binding protein-like 4

AT3G15270.1

SPL5 | squamosa promoter binding protein-like 5

AT1G16660.1

transposable element gene

pso-miR166

AT1G30490.1

PHV, ATHB9 | Homeobox-leucine zipper family protein / lipid-binding
START domain-containing protein

AT2G34710.1

PHB, ATHB14, ATHB-14, PHB-1D | Homeobox-leucine zipper family
protein / lipid-binding START domain-containing p.

pso-miR167

AT5G41300.1

Receptor-like protein kinase-related family protein

AT3G61310.1

AT hook motif DNA-binding family protein

AT3G06868.1

Fonksiyonu bilinmeyen protein

AT1G02800.1

ATCEL2, CEL2 | cellulase 2

pso-miR168

AT1G48410.3

AGO1 | Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase

AT3G04380.2

SUVR4, SDG31 | SET-domain containing protein lysine
methyltransferase family protein

pso-miR172

AT5G60120.1

TOE?2 | target of early activation tagged (EAT) 2

AT4G36920.2

AP2 | Integrase-type DNA-binding superfamily protein

AT3G54990.1

SMZ | Integrase-type DNA-binding superfamily protein

AT5G67180.1

TOE3 | target of early activation tagged (EAT) 3

AT2G28550.1

RAP2.7, TOEL | related to AP2.7

AT2G28550.3

RAP2.7 | related to AP2.7

AT2G39250.1

SNZ | Integrase-type DNA-binding superfamily protein

AT4G29430.1

rpsl15ae | ribosomal protein S15A E

AT3G14770.1

SWEET2, AtSWEET? | Nodulin MtN3 family protein

AT3G47360.1

ATHSD3, HSD3 | hydroxysteroid dehydrogenase 3

AT5G65790.1

ATMYB68, MYB68 | myb domain protein 68

AT1G32340.1

NHL8 | NDR1/HIN1-like 8

AT2G19100.1

transposable element gene

pso-miR164

AT3G15170.1

CUC1, ANACO054, ATNACL | NAC (No Apical Meristem) domain
transcriptional regulator superfamily protein

AT5G53950.1

CUC2, ANAC098, ATCUC2 | NAC (No Apical Meristem) domain
transcriptional regulator superfamily protein

AT5G07680.2

ANAC080, NAC080 | NAC domain containing protein 80

AT5G61430.1

ANAC100, ATNAC5, NAC100 | NAC domain containing protein 100

AT1G56010.1

NAC1, anac021 | NAC domain containing protein 1

AT3G12977.1

| NAC (No Apical Meristem) domain transcriptional regulator supfam pr

AT5G39610.1

ATNAC2, ORE1, ANAC092, ATNAC6, NAC2, NAC6 | NAC domain ¢

AT1G10530.1

fonkksiyonu bilinmeyen protein
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Cizelge 5.6. devam

pso-miR408

AT3G04480.1

endoribonucleases

AT1G02880.2

TPK1 | thiamin pyrophosphokinasel

AT2G44750.2

TPK2 | thiamin pyrophosphokinase 2

AT5G25050.1

Major facilitator superfamily protein

AT1G11770.1

FAD-binding Berberine family protein

pso-
miR159/319

AT2G26950.1

AtMYB104, MYB104 | myb domain protein 104

AT5G06100.1

MYB33, ATMYB33 | myb domain protein 33

AT5G67090.1

Subtilisin-like serine endopeptidase family protein

pso-miR171

AT2G45160.1

HAM1, ATHAM1, LOM1 | GRAS family transcription factor

AT3G60630.1

HAM2, ATHAM2, LOM2 | GRAS family transcription factor

AT4G00150.1

HAM3, ATHAM3, LOM3 | GRAS family transcription factor

AT3G47170.1

HXXXD-type acyl-transferase family protein

pso-miR397

AT2G29130.1

LAC2, ATLAC2? | laccase 2

AT2G38080.1

RX12, LAC4, ATLMCO4, LMCO4 | Laccase/Diphenol oxidase family
protein

AT5G60020.1

LAC17, ATLAC17 | laccase 17

AT4G33230.1

Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily

AT3G06470.1

GNS1/SUR4 membrane protein family

AT1G66670.1

CLPP3, NCLPP3 | CLP protease proteolytic subunit 3

AT3G60250.1

CKB3 | casein kinase Il beta chain 3

AT5G11210.1

ATGLR2.5, GLR2.5 | glutamate receptor 2.5

AT3G06040.2

Ribosomal protein L12/ ATP-dependent Clp protease adaptor protein
ClpS family protein

AT5G64020.1

TBL14 | TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 14

pso-miR390

AT3G17185.2

TASIR-ARF, TAS3, ATTAS3 | TAS3/TASIR-ARF (TRANS-ACTING
SIRNAZ3); other RNA

AT5G49615.1

TAS3b | TAS3b (trans-acting siRNA 3b); other

AT5G03640.1

Protein kinase superfamily protein

pso-miR162

AT1G01040.1

DCL1, CAF, SUS1, SIN1, ASU1, EMB76, EMB60, ATDCL1 | dicer-like
1

AT2G23180.1

CYP96AL1 | cytochrome P450, family 96, subfamily A, polypeptide

pso-miR169

AT1G17590.1

NF-YAS8 | nuclear factor Y, subunit A8

AT1G54160.1

NFYAS5, NF-YAGS | nuclear factor Y, subunit A5

AT1G17590.4

NF-Y A8 | nuclear factor Y, subunit A8

AT1G17590.3

NF-Y A8 | nuclear factor Y, subunit A8

AT3G20910.1

NF-YAQ9 | nuclear factor Y, subunit A9

AT5G12840.1

HAP2A, EMB2220, ATHAP2A, NF-YAL | nuclear factor Y, subunit Al

AT5G12840.4

HAP2A, ATHAP2A, NF-YAL1 | nuclear factor Y, subunit Al

AT5G42120.1
Cizelge 5.6. (de

Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein

vam)

AT1G72830.3

HAP2C, ATHAP2C, NF-YA3 | nuclear factor Y, subunit A3

pso-miR393

AT1G12820.1

AFB3 | auxin signaling F-box 3

AT3G26810.1

AFB2 | auxin signaling F-box 2

AT3G62980.1

TIR1 | F-box/RNI-like superfamily protein

AT4G03190.1

GRH1, ATGRH1, AFB1 | GRR1-like protein 1

AT2G40820.1

Fonksiyonu bilinmeyen protein

AT1G51050.1

pseudogene, hypothetical protein

AT4G15215.1

PDR13, ATPDR13 | pleiotropic drug resistance 13

AT4G22066.1

Pseudogene of AT5G66830; F-box family protein

pso-miR394

AT1G27340.1

Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein

AT5G20580.1

Fonksiyonu bilinmeyen protein

AT4G20430.2

Subtilase family protein

AT1G01320.1

Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein

AT3G48460.1

GDSL -like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein

AT5G09670.2

loricrin-related

AT5G09672.1

CPuORF21 | conserved peptide upstream open reading frame 21
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Cizelge 5.6. devam

pso-miR399 | AT2G33770.1 | UBC24, ATUBC24, PHO2 | phosphate 2
AT1G67230.1 | LINC1 | little nucleil
AT5G15660.1 | F-box and associated interaction domains-containing protein
AT1G02860.2 | NLA | SPX (SYG1/Pho81/XPR1) domain-containing protein
pso-miR827 | AT1G02860.1 | NLA, BAH1 | SPX (SYG1/Pho81/XPR1) domain-containing protein |
AT4G01975.1 | transposable element gene
AT4G23030.1 | MATE efflux family protein
AT2G16365.3 | F-box family protein
pso-miR472 | AT1G55810.2 | UKL3 | uridine kinase-like 3
AT3G46530.1 | RPP13 | NB-ARC domain-containing disease resistance protein
AT1G61300.1 | LRR and NB-ARC domains-containing disease resistance protein
AT1G27180.1 | disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
pso- AT1G15530.1 | Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein
miR2275 AT4G33380.2 | Fonksiyonu bilinmeyen protein
AT3G15360.1 | ATHM4, TRX-M4, ATM4 | thioredoxin M-type 4
AT5G67180.1 | TOES3 | target of early activation tagged (EAT) 3
AT5G44770.1 | Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein
pso-miR528 | AT4G38170.1 | FRS9 | FAR1-related sequence 9
AT1G80370.1 | CYCAZ2;4 | Cyclin A2;4
AT5G17710.2 | EMB1241 | Co-chaperone GrpE family protein
AT2G04290.1 | transposable element gene
AT4G30160.1 | VLN4, ATVLNA4 |villin 4
AT5G34846.1 | transposable element gene
AT5G03560.2 | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein
AT5G62380.1 | VND6, ANAC101, NAC101 | NAC-domain protein 101
pso-miR530 | AT5G02830.1 | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein
AT5G56760.1 | ATSERAT1;1, SAT5, SAT-52, SERAT1;1 | serine acetyltransferase 1;1
AT5G29337.1 | transposable element gene
pso-miR529 | AT3G57920.1 | SPL15 | squamosa promoter binding protein-like 15
AT3G20440.3 | EMB2729 | Alpha amylase family protein
AT2G42200.1 | SPL9, AtSPL9 | squamosa promoter binding protein-like 9
AT1G28070.1 | Fonksiyonu bilinmeyen protein
AT5G50570.1 | SPL13A, SPL13 | Squamosa promoter-binding protein-like (SBP domain)
transcription factor family protein
AT5G50670.1 | SPL13B, SPL13 | Squamosa promoter-binding protein-like (SBP domain)
transcription factor family protein
AT1G10705.1 | Encodes a Maternally expressed gene (MEG) family protein [pseudogene]
AT2G29760.1 | OTP81 | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein
pso-miR2 AT2G01960.1 | TET14 | tetraspaninl4
AT1G49990.1 | F-box family protein
AT1G30090.1 | Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein
AT1G01710.1 | Acyl-CoA thioesterase family protein |
AT3G29642.1 | transposable element gene |
pso-miR3 AT3G31630.1 | transposable element gene
NP455428 putative retroelement pol polyprotein
pso-miR5 AT3G24560.2 | RSY3 | Adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily protein
AT5G30510.1 | RPS1, ARRPS1 | ribosomal protein S1
pso-miR7 AT1G77850.1 | ARF17 |auxin response factor 17
AT2G28350.1 | ARF10 | auxin response factor 10
AT4G30080.1 | ARF16 | auxin response factor 16
pso-miR11 | AT2G01210.1 | Leucine-rich repeat protein kinase family protein

AT3G29736.1

transposable element gene

AT5G01090.1

Concanavalin A-like lectin family protein

AT5G13390.1

NEF1 | no exine formation 1

AT5G53460.2

GLT1 | NADH-dependent glutamate synthase 1
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Cizelge 5.6. devam

pso-mirl3

AT1G52160.1

TRZ3 | tRNAse Z3

AT5G01040.1

LACS | laccase 8

AT5G01050.1

Laccase/Diphenol oxidase family protein

AT2G15920.1

transposable element gene

AT3G16630.1

ATKINESIN-13A, KINESIN-13A | P-loop containing nucleoside
triphosphate hydrolases superfamily protein

AT3G51420.1

SSL4, ATSSL4 | strictosidine synthase-like 4

AT2G36330.1

Fonksiyonu bilinmeyen protein

AT2G15530.3

RING/U-box superfamily protein

AT4G00355.1

Fonksiyonu bilinmeyen protein

AT2G24810.1

Pathogenesis-related thaumatin superfamily protein

AT2G40370.1

LACS | laccase 5

AT4G16180.2

Fonksiyonu bilinmeyen protein

AT1G71220.2

EBS1 | UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferases;transferases,
transferring hexosyl groups;transferases, transferring glycosy! groups

AT1G27752.2

Ubiquitin system component Cue protein

AT1G26370.1

RNA helicase family protein

AT5G25050.1

Major facilitator superfamily protein

AT5G17300.1

RVEL | Homeodomain-like superfamily protein

AT3G51440.1

Calcium-dependent phosphotriesterase superfamily protein

AT4G16350.1

CBL6, SCABP2 | calcineurin B-like protein 6

FJ156103.1

7-OMT (7-O-methyltransferase)

Hashasta ifade olunan tiim miRNA’larin hedef genleri Cizelge 5.6. ve EK-6’de verilmistir.

Bu genlerin iliskili oldugu diger genlerin bulunmasi i¢in Blast2GO programi kullanilmistir

ve biyolojik proseslerde yer alan genler siniflandirilmistir. Sonuglar Cizelge 5.7.°de

gosterilmistir.

Cizelge 5.7. Tiim hagshas miIRNA’larinin Gen ontolojisi (GO) sonuglari

GO Biyolojik Gen ID Tog

miRNA Adi Proses hed
sayl

pso-miR1106 pso-miR1040 Transkripsiyon TC390153, TC373385 TC370585 NP27(0 13
pso-miR1514 pso-miR158 TC364258 TC403782 TC374930 TC374
pso-miR169 pso-miR145 pso-miR860 TC367576 TC393398 TC362993 TC359
pso-miR5181 pso-miR1508 pso-miR166 TC369295
pso-miR171 pso-miR426 pso-miR7
pso-miR1514 pso-miR1439 Fotosentez TC407049 TC376596 2
pso-miR1850 TCA Déngiisii TC359178 1
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Cizelge 5.7. devam

pso-miR13 pso-miR408 Alkaloit biyosentez| TC364549 TC366290 TC366821 4
TC364549

pso-miR1867, pso-miR2411 Yag asidi metaboliz TC375040 BX835467 2

pso-miR162 pso-miR6434 Cicek gelisimi TC400535 TC362500 TC360624 4

pso-miR1851 pso-mirl71 AT4G00150.1

pso-miR162 pso-miR829 pso-miR854 Transkripsiyon sonif TC400535 TC359132 TC359129 4

pso-miR168 gen susturmast TC358800

pso-miR1507 pso-miR835 Apoptosiz TC380587 NP10443957 2

pso-miR1507 pso-miR1850 pso-miR2615 | Yan koklerin TC360854 TC360969 TC362714 6

pso-miR393 pso-miR172 olusumu TC390317 TC371187 TC360969

pso-miR1850 pso-miR1858 AT1G15750.3

pso-miR1154 pso-miR1439 pso-miR156 | Protein- amino asit | NP454664 TC3600004 TC361859 14

pso-miR169 pso-miR415 pso-miR2634 | fosforilasyonu TC362330 NP864162 TC373061

pso-miR6027 pso-miR6434 pso-miR854 TC360791 TC362500 TC362689

pso-miR1040 pso-miR1051 pso-miR1114 TC375507 TC393916 TC372821

pso-miR1850 pso-mirl3 TC360969 TC373211

pso-miR1507, pso-miR5225 Siirgiin gelisimi TC362119 TC359058 2

pso-miR1432,pso-miR1439 pso-miR2931
pso-miR518 pso-miR528 pso-miR5658

pso-miR5181 pso-miR835 pso-miR7 1458

Absisik asit cevabi

TC366718 TC368324 TC374571 TC374
TC374077 TC374279 TC374877 TC370

TC369295 NM_101575.3

10

pso-miR1507

Yaglanma

BE037967

pso-miR1051, pso-miR319 pso-miR393
pso-miR415 pso-miR6434 pso-miR1051

pso-miR1508

Anter gelisimi

NP1662956 TC362211 TC390317 NP16

NP864162 TC362500 NP1662956 TC36

pso-miR1507 pso-miR1508 pso-miR172

pso-miR1851 pso-miR7

Yaprak gelisimi

TC360854 TC384235 TC372854

TC360624 TC369295

82




Cizelge 5.7. devam

pso-miR1106 pso-miR1312 pso-miR143 | Tuz stresi cevabi TC390153 BP642718 TC366718 11
pso-miR1439 pso-miR415 pso-miR6434 TC370887 TC368324 TC390153
pso-miR1051 pso-miR1106 pso-miR1432 TC403782 TC37646 TC405170
pso-miR1439 pso-mirl450 TC368324 NM_101575.3

pso-miR1507, pso-miR2615 pso-miR2634| Oksin sinyal yolagi| TC360854 TC362714 TC372926 7
pso-miR408 pso-miR6434 pso-miR168 TC383405 TC376462 TC358800
pso-miR7 pso-miR1450 pso-miR1858 TC369295 NM_101575.3 AT1G15750.3
pPso-miR2275 pso-miR408 pso-miR1312 | Oksidatif stres ceva] TC377543 TC366290 BP642718 3
pso-miR2634 pso-miR397 Sirkadian ritmi TC372926 TC369581 2
pso-miR1850 pso-miR319 pso-miR827 Salisilik asit cevabi| TC360969 TC362211 TC360969 7
pso-miR6434 pso-miR1106 pso-miR1850 TC377815 TC376462 TC390153
pso-miR845 pso-miR855 pso-miR530 TC389008 TC372515

pso-miR167 pso-miR2931 pso-miR5225 | Nematod cevabi TC364720 TC374571 TC370876 3
pso-miR5225 pso-miR835 Kalsiyum iyonunun| TC359058 TC369983 4
pso-miR397 pso-miR1312 tagimasi TC360514 TC359077

pso-miR1312, pso-miR397 pso-miR1514 | Isik uyaranina cevaj TC378519 TC360514 TC407049 6
pso-miR5658 pso-miR1439 pso-miR168 TC374279 TC364708 TC358800
pso-miR1106, pso-miR397 pso-miR1106 | Lignin biyosentezi | TC365552 TC365081 TC365552 4
pso-mirl3 BP810741

pso-miR1432 pso-miR1507 pso-miR1514 | Savunma cevabi TC382203,TC380587TC386611 13
pso-miR1850 pso-miR2673 pso-miR393 TC360969 TC372924 TC377815
pso-miR4393 pso-miR5658 pso-miR827 TC390317 TC403782 TC365582
pso-miR415 pso-miR835 pso-miR168 TC358457 TC10443957 Tc358800
pso-miR1850 TC360969

pso-miR1106 Zarlar aras1 tasima | TC368978 1
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Cizelge 5.7. (devam)

pso-miR1106 pso-miR415 pso-miR835

pso-miR6434 pso- miR530 pso-miR1858

Jasmonik asit uyarig
Cevabi/jasmonik
Asit aracilt

sinyal yolog1

TC368978 TC403782 TC370505

TC376462 TC372515 AT1G15750.3

pso-miR1114 pso-miR2643

Terpenoid biyosentg

TC361859 DR356470

pso-miR1154 pso-miR473 pso-miR528

Ksilemin biiylimesi

NP454664 TC362939 TC374077

pso-miR1507

Meyva olusumu

TC392119

pso-miR1051 pso-miR1439 pso-miR6434
pso-miR169 pso-miR2948 pso-miR426

pso-miR1439 pso-miR426 pso-mirl450

Susuzluga cevap

TC405170 TC368324 TC359182 TC336
TC373778 TC359182 TC362500 TC36§

NM_101575.3

pso-miR1439 pso-miR5225 pso-miR1217

Soguk stresi cevabi

TC4322256 TC370876 TC360551

pso-miR1051 pso-mir2

Asetil-CoA biyose

TC361809 TC362344

pso-miR1439 pso-miR408 pso-miR528

pso-miR2634 pso-miR408

Sitokin cevabi

TC3600004 TC383405 TC374077 TC38

TC343405

pso-miR1507 pso-miR2916 pso-miR319

Giberillik asit ceval

BE037967, TC399678 TC362211

pso-miR1514, pso-miR1852. pso-miR264:

Hiicre duvari olusur

EG478206 TC364976 TC362621

pso-miR835 pso-miR1106 TC370505 TC365552

pso-miR158 Flavanoid NP10641221
biyosentezi

pso-miR2673 pso-miR854 Antosiyanin TC367437 TC402709

pso-miR7 pso-mirl3 biyosentezi TC369295 NP10426976

pso-miR2936, pso-miR393 pso-miR1106
pso-miR827 pso-miR2615 pso-miR399

pso-miR1432 pso-miR845 pso-miR855

Ubikinon Biyosente

protein ubikinasyo

TC364256 TC390317 TC367211

TC358434 TC377815 TC362714

TC370887 TC389008

pso-miR399

Fotomorfogenez

TC358434
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Cizelge 5.7. (devam)

pso-miR4351 pso-miR530 Yaralanma cevab1 | TC374516 TC372515 2

pso-miR1514 pso-miR167 pso-miR1852 | Karbonhidrat EGA478206 TC364720 TC364976 9
pso-miR2275 pso-miR2643 pso-miR5181| metabolizmasi TC377543 TC362621 TC393094

pso-miR5225 pso-miR1028 pso-miR1051 TC370876 TC406139 NP1662956

mMiRNA’larin hedefledigi genler toplamda 44 biyolojik proses altinda katagorize edilmistir.
Bu prosesler; Transkripsiyon, fotosentez, trikarboksilik asit dongiisii, alkaloit biyosentezi,
yag asidi metabolizmasi, ¢icek gelisimi, posttranskripsiyonel gen susturmasi, apoptosis,
yan koklerin olusumu, protein- amino asit fosforilasyonu, siirgiin gelisimi, absisik asit
cevabi, yaslanma anter gelisimi, yaprak gelisimi, tohum dormansisininin bitip embriyonun
olusumu, tuz stresi cevabi, oksin sinyal yolagi, oksidatif stres cevabi, sirkadian ritmi,
salisilik asit cevabi, nematod cevabi, kalsiyum iyonunun tasinmasi, 151k uyaranina cevap,
lignin biyosentezi, savunma cevabi, zarlar arasi tagima, jasmonik asit uyarisina cevab,
terpenoid biyosentezi, ksilemin biiylimesi, meyva olusumu, susuzluga cevap, soguk stresi
cevabi, Asetil-CoA biyosentezi, sitokin cevabi, giberillik asit cevabi, hiicre duvari
olusumu, flavanoid biyosentezi, antosiyanin biyosentezi, ubiquinon biyosentezi ve protein

ubiquinonasyonu, fotomorfogenez, yaralanma cevabi, karbonhidrat metabolizmasi.

5.7. Secilen Baz1 miRNA’lar ve Hedefledikleri Genlerin gRT-PCR Analizleri

pso-miR2 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandir (Cizelge 5.4.). pso-
miR2’nin biyoenformatik olarak hedefledgi genlerden biri F-box/Kelch-repeat protein
(AT1G30090)’dir (Cizelge 5.6). pso-miR2 ve hedefledgi gen ile ilgili gRT-PCR sonucu
Sekil 5.5.’de verilmistir. Bu sonuca gore pso-miR2 en fazla yaprak, en az kapsiilde; hedef

gen ise en ¢ok kapsiilde en az yaprakta ifade olmustur.
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W Kapsul
B Govde
B Yaprak
W Kok
pso-miR2 F-box/Kelch-repeat protein
(AT1G30090)

Sekil 5.5. Pso-miR2 ve hedefledigi F-box/Kelch-repeat protein (AT1G30090) geninin
farkli dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 6l¢timii

pso-miR3 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandir (Cizelge 5.4.). pso-
miR3’lin biyoenformatik olarak putative retroelement pol polyprotein (NP455428) bir
geni hedefledegi bulunmustur (Cizelge 5.6). pso-miR ve hedefledgi gen ile ilgili gRT-PCR
sonucu Sekil 5.6.”de verilmistir. Bu sonuca gore pso-miR3 en fazla kapsiil, en az yaprakta;

hedef gen ise en fazla kapsiil ve kok, en az govdede ifade olmustur.

1,5
1,45 m Kapsul
1,4 - ..
! H Govde
1,35 -
I Yaprak
1,3 -
| Kok
1,25 -
putative retroelement pol polyproten
(NP455428)

Sekil 5.6. Pso-miR3 ve hedefledigi putative retroelement pol polyprotein (NP455428)
geninin farkli dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 6l¢iimii.

pso-miR5 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandir (Cizelge 5.4.). pso-
miR5’in biyoenformatik olarak RSY3 RASPBERRY3 (AT3G24560.2) hedefledigi
bulunmustur (Cizelge 5.6). pso-miR5 ve hedefledgi gen ile ilgili qRT-PCR sonucu Sekil
5.7.’de verilmistir. Bu sonuca gore pso-miR5 en fazla gévde, en az kapsiilde; hedef gen ise

en fazla kapsiil, en az yaprakta ifade olmustur.

86



m Kapsdl
B Govde
M Yaprak
m Kok
pso-miR$S RSY3 RASPBERRY3
(AT3G24560.2)

Sekil 5.7. Pso-miR5 ve hedefledigi RSY3 RASPBERRY3 (AT3G24560.2) geninin farkl
dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 6l¢iimii.

pso-miR 7 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardan birisidir (Cizelge 5.4.).
Bu miRNA’nin hedefledgi genlerden biri biyoenformatik olarak putative auxin response
factor (NP305750) olarak belirlenmistir (Cizelge 5.6). pso-miR7 ve hedefledgi gen ile ilgili
gRT-PCR sonucu Sekil 5.8.’de verilmistir. Bu sonuca gére pso-miR7 en fazla kapsiil ve

govdede, en az yaprakta; hedef gen ise en ¢ok kapsiilde en az yaprakta ifade olmustur

2
1,5 - .
B Kapsiil
1 - B Govde
M Yaprak
0,5 .
B Kok
0 -
pso-miR7 putative auxin response factor
(NP305750)

Sekil 5.8. Pso-miR7 ve hedefledigi putative auxin response factor (NP305750) geninin
farkli dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 6l¢timii.

pso-miR 11 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardan birisi olup miRNA aly-

miR166a-5p ile homoloji gostermektedir (Cizelge 5.4.).
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2 -
1,5 .
B Kapsil
1 m Govde
M Yaprak
05
W Kik
D T T
pso-mifl11 Leucine-rich repeat protein kinase  ATHB-15 (AT1G32130)
family protein (AT2G01210.1)

Sekil 5.9. Pso-miR11 ve hedefledigi Leucine-rich repeat protein kinase family protein
(AT2G01210.1) ve ATHB-15 (AT1G52150) genlerinin farkli dokularda ifade diizeylerinin
gRT-PCR ol¢timleri.

pso-miR11’in Leucine-rich repeat protein kinase family protein (AT2G01210.1) (hedef
transkript 1), homologu olan miR166 ailesinin HD-ZIP protein ATHB-15 (AT1G52150
(hedef transkript 2) biyoenformatik olarak hedefledigi bulunmustur (Cizelge 5.6). Ayrica
pso-miR11 ve hedefledigi genler ile ilgili gRT-PCR sonucu Sekil 5.9.’da verilmistir. Bu
sonuca gore pso-miR11 en fazla gévde, en az kapsiilde; hedef genle en fazla kokte, en az

govdede; hedef transcript 2 ise en ¢ok yaprak ve kapsiil, en az gévdede ifade olmustur.

pso-miR 13 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandir. Bu miRNA
herhangi bir-miRNA ile homoloji gostermemektedir (Cizelge 5.4.). pso-miR13’iin 7-O-
methyltransferase (7-OMT) (FJ156103.1) genini biyoenformatik olarak hedefledigi
bulunmustur (Cizelge 5.6). Ayrica pso-miR13 ve hedefledgi genler ile ilgili gRT-PCR

sonucu Sekil 5.10.’de verilmistir.

1.8
1,6
1,4 -
1,2 W Eapsil

1 1 m Giovde
0,8 -
06 - m Yaprak
o4 ik
0,2 -

u -

pso-miF 13 F-OMT (FI156103.1)

Sekil 5.10. pso-miR13 ve hedef geni 7-O-methyltransferase (7-OMT) (FJ156103.1) in
farkli dokularda ifade diizeylerinin qRT-PCR 6lgtimleri.
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Bu sonuca gore pso-miR13 en fazla govde, en az kokte; 7-OMT en fazla govde, en az

kapstilde ifade olmustur.

pso-miR164’iin NACI no apical meristem protein (AT1G56010)’1 biyoenformatik olarak
hedefledigi bulunmustur (Cizelge 5.6). Ayrica pso-miR164 ve hedefledigi gen ile ilgili
gRT-PCR sonucu Sekil 5.11.’de verilmistir. Bu sonuca gore pso-miR164 en fazla gdvde,

en az kokde; hedef gen en fazla yaprak, en az kokde ifade olmustur.

2
1,5 .
W Kapsil
1 - B Govde
M Yaprak
0,5 - .
’ B Kok
0 -
pso-miR164 NACI no apical meristem protein
(AT1G56010)

Sekil 5.11. pso-miR164 ve hedefledigi NAC1 no apical meristem protein (AT1G56010)
geninin farkli dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 6l¢iimii.

pso-miR159’un MYB101 (AT2G32460) biyoenformatik olarak hedefledigi bulunmustur
(Cizelge 5.6). Ayrica pso-miR159 ve hedefledigi gen ile ilgili qRT-PCR sonucu Sekil
5.12.’de verilmistir. Bu sonuca gore pso-miR159 en fazla kapsiil, en az kokde; hedef gen

en fazla kokl, en az yaprak da ifade olmustur. (Cizelge 5.5.).

2
1,5 B Kapsdl
1 - B Govde
I Yaprak
0,5 -
B Kok
0 4
pso-miR159 MYB101 (AT2G32460)

Sekil 5.12. pso-miR 159 ve hedefledigi MYB101 (AT2G32460) geninin farkli dokularda
ifade diizeyinin qRT-PCR o&l¢timii
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pso-miR395’in APS4 Sulphate adenylyltransferase (AT5G43780) genini hedefledigi
biyoenformatik olarak tespit edilmistir (Cizelge 5.6). Ayrica pso-miR164 ve hedefledigi
gen ile ilgili gRT-PCR sonucu Sekil 5.13.’de verilmistir. Bu sonuca gore pso-miR395 pso-
miR395 en fazla yaprak, en az govde; hedef gen en fazla kok, en az govde de ifade
olmustur. Mikroarray sonucuna gore pso-miR395 homologlari en fazla gévdede, en az

kokte ifade olmustur (Cizelge 5.5.).
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2,5 —

2 B Kapsdl
1> _ B Govde

1- Yaprak
0.5 7 m KBk

0 - T

pso-miR395 APS4 Sulphate ademylvitransferase
(ATSG43780)

Sekil 5.13. pso-miR395 ve bu miRNAnun hedefledigi APS4 Sulphate adenylyltransferase
(AT5G43780) geninin farkli dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 6l¢iimii

pso-miR535’in S-adenosylmethionine decarboxylase (SAMDC) (NR1121) biyoenformatik
olarak hedefledigi bulunmustur (Cizelge 5.6). Ancak yapilan RLM-RACE c¢alismasinda
pso-miR535’in Lipoxygenase (LOX gene) (FM164378.1) geninin hedefledigi tespit
edilmistir. Her iki gen i¢inde qRT-PCR primerleri hazirlanmasina ragmen (Cizelge 4.2.)
sadece LOX geninde sonug alinabilmistir (Sekil 5.14.). pso-miR535’in hedef geni en fazla
yaprak, en az gévdede ifade olmustur. (Sekil 5.14.).
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Sekil 5.14. pso-miR535’in hedefledigi Lipoxygenase (LOX gene) (FM164378.1)’e geninin
farkli dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 6l¢iimii
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t0047847 COR (Frs24147.1)

Sekil 5.15. t0047847 numarali kii¢iik RNA ve hedefledigi COR (FJ624147.1) geninin
farkli dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 0l¢iimii

t0047847 numaral kiigiik RNA’nin COR (FJ624147.1) genini hedefledigi biyoenformatik
olarak tespit edilmistir (EK-3). Ayrica t0047847 numarali kiigiik RNA ve hedefledigi gen
ile ilgili qRT-PCR sonucu Sekil 5.15.’de verilmistir. Bu sonuca gore t0047847 en fazla

kapsiil, en az yaprak; hedef gen en fazla kok, en az yaprak da ifade olmustur.
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t0013376 SAT (F1200354.1)

Sekil 5.16 t0013376 numarali kiigiik RNA ve hedefledigi SAT (FJ200354.1) geninin farkli
dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 6l¢iimii

t0013376 numaral1 kiicik RNA’nin SAT (FJ200354.1) genini hedefledigi biyoenformatik
olarak tespit edilmistir (EK-3). Ayrica t0013376 numarali kiigiik RNA ve hedefledigi gen
ile ilgili qRT-PCR sonucu Sekil 5.16.’de verilmistir. Bu sonuca gore t0013376 en fazla

govde, en az yaprak ve kok; hedef gen en fazla kapsiil, en az yaprak da ifade olmustur.
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W Yaprak

H Kik

t0000199 TYDC (aF025435.1)

Sekil 5.17 t0000199 numarali kiigiik RNA ve hedefledigi TYDC (AF025435.1) geninin
farkli dokularda ifade diizeyinin qRT-PCR 6l¢iimii

T0000199 numarali kiigik RNA’nin TYDC (AF025435.1) genini hedefledigi
biyoenformatik olarak tespit edilmistir (EK-3). Ayrica t0000199 numarali kiigilk RNA ve
hedefledigi gen ile ilgili gRT-PCR sonucu Sekil 5.17.’de verilmistir. Bu sonuca gore
t0000199 en fazla yaprak, en az kok; hedef gen en fazla kapsiil ve govde, en az yaprak da

ifade olmustur.

gRT-PCR’da 6l¢iilen miRNA ve genlere ait ortalama kantifikasyon (mean Quantification)

degeri ve standart sapma degerleri EK-7’ de verilmistir.



5.8. miIRNA Hedef Genlerinin Modifiye 5> RLM-RACE ile Bulunusu

Pso-miR156, pso- miR157, pso-miR167, pso-miR535, pso-miR2, pso-miR3, pso-miR4,
pso-miR5, pso-miR7, pso-mirl1’in hedefledikleri genler modifiye 5° RLM-RACE ile
deneysel olarak bulunmaya c¢alisilmistir. Bu miRNA’larin biyoenformatik olarak bulunan
olas1 tim hedef genleri icin primerler tasarlanmis bu primerler EK-8’de gosterilmistir.
Tasarlanan bu primerler kullanilarak yapilan bir dizi PCR sonrasi elde edilen c¢esitli
boylardaki bantlar jelden kesilerek geri kazanilmistir. Vektore aktarilan cDNAlarin sdizi
okumalar1 yaptirilmig, okunan diziler Viridiplantae veritabaninda arastirilarak hangi
genlere ait oldugu tespit edilmistir. Toplamda 25 primer ¢ifti kullanilmis. Fakat sadece 4

adet gen tespit edilebilmistir. Bu genlerin ID ve isimleri Cizelge 5.8 gosterilmistir.

Cizelge 5.8 Modifiye 5> RLM-RACE ile belirlenen miRNA’lara ait hedef genler

Sekans No EST ID (GenBank) Protein ID (GenBank)
EST Adx Protein Adi
1 HO056196.1 AJ841794.1

0610_ESTO008 subtracted cDNA library of salt stress| putative histidine-containing phosphotransfer

inducible ESTs in P. Somniferum protein 2 (hpt2 gene)
2 FG612593.1 FJ156103.1
stem_S087_G09.SEQ Opium poppy stem Norreticuline-7-O-methyltransferase gene
cDNA library
3 G0238857.1 GU985444.1
EST0122 subtracted cDNA library of wound Triticum aestivum mitochondrion, nad5 gene

inducible ESTs in P. somniferum cDNA

4 FG613414.1 FM164378.1
stem_S098_C07.SEQ Opium poppy stem lipoxygenase (lox gene)
cDNA library Papaver somniferum cDNA Capsicum annuum cv. Bardenas

Pso-miR2 ‘nin hedefledigi F-box/Kelch-repeat protein (At1g30090) gen dizizsi
kullanilarak tasarlanan primer ciftleriyle PCR reaksiyonu yapilmistir. RACE PCR
sonucunda elde edilen bant Sekil 5.19.’da gosterilmistir. Jelden geri kazanilarak vektore

aktarilan gen pargasinin kontrolii M13 koloni PCR reaksiyonu ile yapilmistir (Sekil 5.20.).
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Koloniler igerisindeki gen pargasina ait bantlar Sekil 4.20.’de goriilmektedir. Plazmidlerin
dizi analizi sonucu Cizelge 5.9 verilmistir. Bu sekans okumast BLASTn veritabani
kullanilarak hem Viridiplantae igerisinde hemde Papaver EST’ wverileri aranarak
belirlenmistir (Cizelge 5.8). Viridiplantae veri tabani ile yapilan eslesme sonucu Sekil 5.18

gosterilmistir.

}[]emblﬁJ341?94.1l Populus x canadensis mBNA for putative histidine-containing phosphotransfer

protein 2 (hptZz gene), cultivar Dorskamp
Length=674

Score = 119 bits (64), Expect = &e-25
Identitiea = 70/73 (96%), Gapa = 0/73 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 53 GCGECOGCCTECAGGTCGACGATATGETAGAGCTCGCAACGOGTTGEATGCATAGCTIGA 112

PELLEEEE e e e b perei et e et
Sbjct 511 GCOGGCCGCCIGCAGGICGACCATATGGGAGAGCTCCCARCGCGTTGGATGCATAGCTTIGR 570

Query 113 GIATICIAIAGIG 1235
ILEEEEErrnnl
Sbjct 571 GIATICIATAGIG 583

Sekil 5.18. pso-miR2’nin hedefledigi gene 6zgii primerler kullanilarak elde edilen gen

parcasinin BLAST sonucu

Marker 2 « 2 - 2ntc 157+  157- 157ntc 535+ 535- 535ntc

Sekil 5.19. pso-miR2, pso-miR157 ve pso-miR535in hedef genlerini bulmak i¢in yapilan
RACE PCR’1n agaroz jel goriintiisii
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535-3K 535-4K 535-5K 535-6K 535-7K 535-8K 535-9K

- = ==

m13 koloni per

[100bp
arker 21K 2u2K  2u-3K 2a-1K 2a2K 233K 284K

Sekil 5.20. Plazmitler igerisinde yer alan pso-miR2 ve pso-miR535 in hedefledigi genlere

ait gen parcalarinin M13 koloni PCR goriintiisii

Cizelge 5.9. 5° Modifiye RLM-RACE ¢alismast sonucu okunan cDNA pargalari

EST1

CCTGATACCGACGTCGCTGCTCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTC
GACGATATGGTAGAGCTCGCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTG

EST2
CTGGGGCGACGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGCGCGGGATTGCGGGATCCAACATCCTTCACGATTGGAACGATGAT
GAATGCATTCAAATTCTAAAGCGATGCAAAGATGTAGTATCAGCGGGAGGGAAACTTATTATGGTTGAAATGGTATTGGA
CGAGGATTCGTTTCATCCATATTCAAAACTTAGACTCACATCTGATATAGATATGATGGTTAACAATGGAGGTAAAGAGA
GAACCGAAAAAGAATGGGAAAAGCTTTTTGATGCAGCAGGTTTTGCTAGTTGCAAATTTACTCAAATGTCAGTAGGTTTC
GCAGCTCAATCTGTAATTGAGGTTTATTGATGATAATATATGTTGGGGAATCGGGTTTAGCCTATTTGGAGGGCGAGACTT
TGTTAGCTTTAGACACTAACAAAGGTGTTCGATCCCATTATTGGAAACTGTTGTATCTTCAAGTAATTTCATGGCTTCCAA
AAATCTGATGTATTATGTTTGGCCCGGGCGCAATCACTAGTG

EST3
CATAGTCAAAAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTAGCTATATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGTTGTTT
TCGGGGAGTTGGAAAAAGAAGGAAGATCAGCTCCTAGCTATCTCTTTAGCTGATGAGTTGAGAACAAAGTGGCGAAC
EST4
GCCTGAGGCGACGTCGCATGCTCCGAGCCGCCATGGCCGCGGGATTTACTTGCACAGGCAGCAAGTGGCTTAATCTTTGA
GACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTAATTCATCAAAGCCAGCAAGCGCAGTGTTCATTCATCGCCATCAG
CAATCACTAGTGCGGGCGCCTGCGGGTCGACCGTGTGGGAGAGGTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTAT
AGTGTCACCTA

Pso-miR535 ‘in hedefledigi S-adenosylmethionine decarboxylase (SAMDC) (NR1121)
gen dizisi kullanarak tasarlanan primer ¢iftleriyle PCR reaksiyonu yapilmistir. RACE PCR
sonucunda elde edilen bant Sekil 5.19. gosterilmistir. Jelden geri kazanilarak vektore
aktarilan gen pargalarimin kontrolii M13 koloni PCR reaksiyonu ile yapilmistir (Sekil
5.20.). Koloniler igerisindeki gen pargasina ait bantlar Sekil 5.23.’de goriilmektedir.
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Plazmidlerin dizi analizi sonucu Cizelge 5.9.’da verilmistir. Bu sekans okumasi BLASTn
veritabani kullanilarak hem Viridiplantae igerisinde hemde Papaver EST verileri aranarak

belirlenmistir (Cizelge 5.8.). Viridiplantae veritabani ile yapilan eslesme sonucu Sekil 5.21

gosterilmistir.

>[]=rr E”__ 378.1 LU Capaicum annuum cv. Bardenas mRNA for lipoxygenase (lox gene)
Leng

Score = 126 bits (68), Expect = 8e-27

Identities = B4/92 (91%), Gapa = 1/92 (1%)

Strand=Flus/Minus

Query 161 CRATCACTARTGCGGECGCCTGCGEETCGACCETRIGEGRGAGETCCCARCGCGTIGRAT 220
PEELLEEEL EEEEE LEE L EEE LR F FLEEEEE FLEEE L]
Sbjet 322 CRAATCACTANTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGRGAGCTCCCAGCGCGTIGEAT 263
Query 221 GCATAGCTTGAGTATTCTIATAG-TGICACCTIZ 251
FEVTTTETTEETE e teererntd
Sbjct 262 GCATAGCTTGAGTATTCTATAGATGICACCTR 231

Sekil 5.21. pso-miR535’in hedefledigi gene 6zgii primerler kullanilarak elde edilen gen

parcasinin BLAST sonucu

Pso-miR3‘lin hedefledigi putative retroelement pol polyprotein (NP455428) geni
dizisikullanilarak tasarlanan primer ciftleriyle PCR reaksiyonu yapilmistir. RACE PCR
sonucunda elde edilen bant Sekil 5.22.’de gosterilmistir. Jelden geri kazanilarak vektore
aktarilan gen parcalarimin kontrolii M13 koloni PCR reaksiyonu ile yapilmistir (Sekil
5.23.). Koloniler igerisindeki gen pargasina aitbantlar Sekil 5.23’de goriilmektedir.
Plazmidlerin dizi analizi sonucu Cizelge 5.9’da verilmistir. Bu dizi okumalart BLASTn
veritabani kullanilarak hem Viridiplantae igerisinde hemde Papaver EST verileri aranarak
belirlenmistir (Cizelge 5.8.). Viridiplantae veritabani ile yapilan eslesme sonucu Sekil

4.24.de gosterilmistir.
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100bp inner 167-1 innerd inner 3-1a inner 3-1u
Marker + + ntc ntc + ntc + ntc

S'RLM-RACE Outer PCR mir157-4 inner PCR mir167-1 ,mir4,mir11-3,3-1a,3-1u jel gorintisi

Sekil 5.22. pso-miR157, pso-miR167, pso-miR4, pso-miR11 ve pso-miR3’in hedef
genlerini bulmak icin yapilan RACE PCR’1n agaroz jel goriintiisii

100bp inner3-1a 3-1u M13  outer157-3  inner3-1u
Marker 1K 2K 1K 2K  +kont 1K 2K 1K 2K

M13 Koloni PCR Jel Goruntusu

Sekil 5.23. Plazmitler igerisinde yer alan pso-miR3 ve pso-miR 157 nin hedefledigi genlere

ait oldugu diisiiniilen gen pargalarmin M13 koloni PCR goriintiisii
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>[]gb|FJ15ElGS.1I Papaver scmniferum norreticuline-7-0-methyltransferase gene,
corplete cds
Length=2287

Score = 821 bits (444), Expect = 0.0
Identities = 4487451 (99%), Gaps = 07451 (0%)
Strand=Plua/Plus

Query 54 ARCATCCTTCRACGATTGGARCGRATGATGAATGCATTCARATTCTARAGCGATGCARAGRT 113
PECRTEET L e e e e b e b e e bbb bbb el
Sbjct 16538 ARCATCCTICACGATTGGARCGRTGLRTGRATGCATTCRARTTCTARAGCGATECARAGAT 1717

Query 114 GIAGTATCAGCGGLEAGEGARACTTATTATGGTTGRARTGGTATIGRACGRAGGATICGTIT 173
PEEETEET e bbb e e b e b e e e el
Sbjct 1718 GIAGIATCAGCGGGAGGGARACTTATTATGGTTGARATGGTATTIGGACGAGGATTICGITT 1777

Query 174 CRTCCRTATTCRAALCTTAGRCTCACATCTGATATRAGRTATGATGETTRARCRRTGEAGET 233
PELEE T e e e r e e e e e e e e e e e bl
Skjet 1778 CATCCATATTCRARACTTAGACTCACATCTGATATAGATATGATGGTTARCRATGGEAGET 1837

Query 234  ARAGRGRGARCCGRLLALGALTGGGARARGCTTTITGRAIGCAGCAGGTITTITGCIAGIIGS 293
PP e e e e e e e e e e e el
Sbject 183% ARRGRGRGLACCGALAALGRARTGEGLARAGCTTITTGATGCAGCAGGITIIGCTAGTITEC 1887

Query 294 ARRATTTACTCRARATGTCAGTAGETTTCGCAGCTCRATCTGTARTTGAGGTTTATIGATGRA 353

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| PLLLTEELEL Ll
Sbject 1898 ITACTCRARLTCTCAGTAGETITCGCRGCTCARTCTATARATTGAGETTTATIGATGA 1957

Query 354 TRATATATGTTGEEAARTCGEETITAGCCTATTTGRAGEGCGAGACTTTGITAGCTITAG 413
FEEEE T e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1558 TRAATATATGTTGGGGAATCGGGTTTAGCCTATTIGGAGGGCGAGACITTIGITAGCTITAG 2017

Query 414 ACACTRACARAGGTGTICGATCCCATTATTGGRAAACTGITGTIATCTTCARGTARTTICAT 473

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIII
Sbjct 2012 AR AGETETTCGATCCCATTATTGEARACTGTTGTATCTICRAGTARTT 2077

Query 474 GGCTTCCRARRATCTGATGTATIATGITIGS 504
L TRl
Sbjct 2078 GGCYTCCARARATCTGATGTATTATGITIGGE 2108 /\

>[]gb|3U935444.1| [ﬂ Triticum aestivum mitechondrion, complete gencme

Leng
Sort alignments for this subject sequence by:
E walue Score Percent identity
Query start positicn Subject start positicn
Score = 154 bits (83), Expect = 2e-35
Identities = 108/120 (%0%), Gaps = 2/120 (2%)
Strand=Flus/Minus
Query 1 CATAGTCARRALCAGAGTITGATCCTGECTCAGRACGRACGCTAGCTATATGCTTAACAC &0

PEETEEEET b e e e b e b e e bbb el
Sbjct 67868 CATAGTCARRRATCTIGAGTTIIGATCCIGGCTCAGRAGGRACGCTAGCTATATGCTITARCRC 67209

Query &l ATGCRARGTCGARCGTITGITTTCGGGGAGT TGEARRLRGRAGGRAGATCAGCTCCTAGCTA 120
R e e A [AERRARNN
Sbjct 4@7808 ATGCRAGTCGAACGTTGIITITCGGGGAGCTGGECA--GAAGGARRAAGRGGCTCCTAGCTA 67751

Score = 154 bita (83), Expect = 2e-35

Identities = 108/120 (90%), Gaps = 2/120 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 CATAGTCRRRRLCAGAGTITGATCCTGECTCAGRACGRACGCTAGCTATATGCTTRACRC &0

PLETEELE T b e bbb Peer e e el
Sbjct 222598 CATAGICARRRATCTGAGTIITGATCCIGGCICRGRAGGRACGCTAGCTATATGCITARACAC 222537

Query &l ATGCAAGTCGARCGTITGITITCGGGEAGTIGEARARRGRAGGRAGATCAGCTCCTAGCTA 120
[N N e e A NN [JARNRRNNN
Sbhjct 222538 ATGCRARGTCGRARCGITGITTITCGGGGAGCIGGGECA--GRAGGARRAGAGGCTICCTAGCTA 2224795

Score = 154 bits (83), Expect = 2e-35

Identities = 108/120 (90%), Gapa = 2/120 (2%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 CATAGTCARM AL CAGAGTTTGATCCTGECTCAGRACGAACGCTAGCTATATGCTTARACAC &0

PECTEETERT e b e e e bbb e Peer b enrind
Sbjet 516573 CATAGICARRATCTGAGTIITGATCCIGGCICRGRAGGRACGCTAGCTATATGCITARACAC 518632

Query &1 ATGCRRGTCGRRCGTITGITITCGGGEAGTIGAGRARRAGRAGGRAGRTCAGCTCCTAGCTA 120
[N N e e A NN [JARNRRNNN
Sbject 516633 ATGCAAGTCGRACGTIGTITICGGGGAGCTGGGCA--GAAGGARARGRAGGCTCCTAGCTA 516690 E3

Sekil 5.24. pso-miR3’lin hedefledigi gene 6zgli primerler kullanilarak elde edilen gen

parcasinin BLAST sonugclari. A elde edilen bantlardan iisteki, B alttaki bantin sonucu
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Tespit edilen bu 4 adet genin igerisinden sadece 1 adet miRNA kesim bdlgesi
yakalanabilinmigtir. pso-miR535 ‘in hedefledigi disiiniilen S-adenosylmethionine
decarboxylase (SAMDC) (NR1121) geni i¢in tasarlanan primerle ile yakalanan gen
parcasinin BLAST sonucunda lipoxygenase (LOX gene) Capsicum annuum cv. Bardenas
(FM164378.1) genine ait oldugu bulunmustur (Sekil 5.21). Gen tizerinde miRNA ait kesim
noktasi ayrica bulunarak Sekil 5.25.’de gosterilmistir.

TGACAATGAGAGAGAGCACAC pso- miRNAS535 (5°-3%)

295 GCTGGTATACCCTCTCGAGGGTCGC 270 LOX geni (FM164378.1) (3°-5°)

Sekil 5.25 pso- miR535 ve Lox geninin komplemanter bolgesi. Dikey cizgiler ve sari renkle
isaretli bazlar eslesmeyi gosteriyor.
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. Derinlemesine Dizileme Sonucu Elde Edilen miRNA’lar

Hayvan miRNA’larinin tam tersine bitkilerde total kiigiik RNA’larin sadece %1-2 lik kism1
miRNAdir. Bitkilerde bircok tiire ait miRNA tanimlama ve karakterizasyon c¢alismasi
yapilmistir. Bunlardan bazilar1 zeytin (73), arpa (67), seftali (71), Festuca (85) ve
Brachypodium (1) dur.

MiRNA’lar 18-24 niikleotid uzunlugundadir. Hayvan miRNA’lar1 ¢ogunlukla 22 niikleotid
uzunlugunda olup frekans yiizdesinde tek pik olarak kendini gosterir. Fakat bitkilerde
genellikle 2 pik (biri 21 niikleotit digeri 24 niikleotit) gozlenir (143). Derinlemesine
dizileme teknigi ile miRNA profili ¢ikarilan yonca (144), yer fistig1 (145), pamuk (146),
musir (107), piring (147), salatalik (148) ve portakal (149) gibi bitkilerde de miRNA’larin
cogunlugunun 24 niikleotit uzunlugunda oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda da

elde edilen hagshas miRNA’lar1 ¢ogunlukla 24 niikleotit uzunlugundadir (Sekil 5.3.).

Derinlemesine dizileme ile toplam 124 miRNA ailesi tespit edilmistir (Cizelge 5.3.).
Korunmus miRNA ailelerinden miR156/157, miR159, miR160, miR166, miR171,
miR408, miR390 ve miR395 yosunlar (bryophyta) dan kapali tohumlara (angiosperm)
kadar tiim bitkiler aleminde goriilmektedir miR162, miR164, miR167, miR168, miR169,
miR172, miR393, miR394, miR399, miR827, miR396, miR397, miR398 ve miR530
(yosunlar harig) ise kapali tohumlular (angiosperm) dan tek ¢enekli (monokotil) ve ¢ift
genekli (eudikotil) siniflarinda bulunmaktadirlar. miR2111°e eudicot altinda yer alan tiim
familyalarda (Solanaceae hari¢) gormekteyiz. miR472 sedece Rutaceae, Salicaceae,
Brassicecaea familyalarinda goriikmektedir. miR482 kapali tohumlardan (gymnosperm)
baglayarak hemen hemen tiim familyalarda bulunmaktadir. miR528’¢ sadece tek
ceneklilerde (monocotil) rastlamaktayiz. miR535 egrelti otlarindan (pteridophyta)
baslayarak tiim bitkiler aleminde goriilmektedir (Cizelge 5.3.) (4, 150).

Hashastan dizilenen tiim korunmus miRNA aileleri (pso-miR528 ve miR2275 haric) daha
onceden elde edilen verilerle paralellik gostermektedir. Pso-miR528 ve miR2275 su anda
tek ¢eneklilere 6zgii bir miRNA olarak kabul edilsede diger bitki tiirlerinde yapilacak olan

miRNA tespit ve karakterizasyon ¢aligmalari ile bu durum degisecektir.
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Korunmus miRNA ailelerinden hashasta en ¢ok ifade edilenler sirasiysa; pso-miR535, pso-
miR156, pso-miR168, pso-miR167, pso-miR166, pso-miR172’dir (Cizelge 5.3.). Benzer
sekilde ifade seviyesi fazla olan bu miRNA’lar diger bitkilerde yapilan ifade seviyesi
Olcme calsmalarinda yakin sonuglar vermistir. Genel olarak bitkilerde gelisim siirecinde i
lgili genlerin ve transkripsiyon faktorlerin hedeflenerek regiile edilmesini bu miRNA’lar
saglamasi sebebiyle korunmus miRNA’larin ifade diizeylerinde fazlalik goriilmektedir (74,
88, 107, 144, 146-149). Korunmamis miRNA’lar genelde tiire 6zgli olan miRNA’lardur.
Korunmus miRNA’lara gore ifade diizeyleri azdir (150). Calisma kapsaminda elde edilen

sonuglar bu acidan mevcut literatiir ile uyum gostermektedir.

Yeni hagshag miRNA’larin pre-miRNA uzunlugu 88-214 nt arasindadir (EK-4). Ayrica pre-
MiRNA’larin minimum katlanma enerji indeksi 0,77-1,23 arasinda olup bariz sekilde diger
RNA tiplerinin [tRNAs (0.64), rRNAs (0.59) ve mRNA (0.62-0.66)] MFEI degerinden
yiiksektir (151). Yeni hashas miRNA’larinda rastlanan bu sonuglarin benzerlerine A.
thaliana, O. sativa (78), P. yezoensis (152), C. sativus (148) ve A. hypogaea (153)’de de

rastlanmistir.

Yeni haghas miRNA’lart miRNA veritabaninda aranarak homologlar1 bulunmustur. Bunlar
miR2 nin V. vinifera; miR3 A. lyrata; miR4’iin A. lyrata, M.trunculata, P.trichocarta, A.
auriculiformis; miR5’in A.lyrata, O. sativa; miR7 nin A.thaliana, O.sativa ve miR11’in A.
lyrata, G.max, O. sativa, C.sinensis. Toplam 7 yeni miRNAdan 6 s1 diger baz tiirlerdede
mevcuttur (Cizelge 5.5.). Ayrica yeni miRNA’larin korunmus miRNA’lara kiyasla daha az
ifade oldugu belirlenmistir. Yeni miRNA’larin tiire, ¢esitli biiyiime asamalarina veya
dokuya ozgii ifade oldugu bundan dolayr korunmus miRNA’lara gére daha az ifade

edildigi disiiniilmektedir (153).

6.2. miRNA Mikroarrayi Sonucu Bulunan miRNA’lar ve Hedefledikleri Genler

mMIRNA’lar post-transkripsiyonel (transkripsiyon sonrasi seviyede) olarak genlerin
ifadesini diizenler. Ote yandan transkripsiyon iiriinii olan miRNA’larda ifade diizeyinde
degisiklige ugrar. Dolayisiyla hedefledigi genin ifade diizeyini regiile ettirmesi kendi
ekspresyon seviyesindeki farklilikla belirlenmis olur. Bitkilerde gerek doku spesifik

gerekse stress durumlarinda miRNA’lara ait ifade diizeyinin genom seviyesinde tespiti i¢in
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mikroarray yaklasimindan yararlanilmaktadir (9, 20, 91). miRNA’larin biitiinciil olarak
farkli dokulardaki ifade diizeyinin belirlenmesi amaciyla mikroarray analizlerine
basvurulmustur. Analiz sonuglarinin yorumlanmasinda miRNA’lar tarafindan hedeflenen
genlerin belirlenmesi ve bu genlerin katildigi mekanizmalar, biyolojik prosesler, i¢inde

bulundugu yolaklar ve gen ontolojilerinden faydalanilmistir.

Genellikle bitkilerde miRNA’lar ve bunlarin hedefledikleri mRNA’lar arasinda 4’den daha
fazla ‘misma¢’ uyusmazlik bulunmaz (41, 151, 154). mRNA hedef transkriptleri biiyiik
cogunlugu transkripsiyonel faktorlerle bir kismi ise bitki metabolizmasi ve ¢evresel strese

yanitla baglantilidir (9).

miR474, miR529, miR1148, miR1314, miR1436, miR1450, miR1858, ve miR2919 diginda
mikroarrayde tespit edilen miRNA’lar derinlemesine dizileme sonuglari ile ayni oldugu

tespit edilmistir..

Hashasta miR535 derinleme dizileme sonucuna gore bitkinin genelinde ¢ok sayida ifade
edildigi belirlenmistir (Cizelge 5.3). Fakat bu miRNA’nn ifade diizeyinin kapsiilde diger
dokulara oranla daha az oldugu tespit edilmistir (Cizege 5.5.). Ayrica miRNAS535 igin
yapilan hedef gen taramasinda miRNAS535’in fonksiyonu bilinmeyen bir proteini,
glutamine amidotransferaz ve S-adenosylmethionine decarboxylase (SAMDC) (Triticu
aestivum transkriptleri igerisinde) genlerinini hedeflendigi biyoenformatik olarak
bulunmustur (Cizelge 5.6.). Ayrica miR535’in hedefini bulmaya yonelik RLM-RACE
caligmasinda miR535’in LOX genini hedefledgi belirlenmistir. Hem LOX hemde SAMDC
geni alkaloit liretim mekanizmasinda rol almaktadir. SAMDC geni bir ¢esit polyamin olan
spemidin  biyosentezinde rol oynar. Spermidin ise pirolizidin  alkaloitlerin
sentezlenmesinde onciil bilesik olarak rol alir (155-157). Lipoxygenaz enzimi linoleik asit
tizerinden jasmonik asit sentezinde rol alir. Jasmonik asit olusumu bitkide berberine ve
sanguarin gibi alkaloitlerin olusumunu etkilemektedir (33, 158-161). Ayrica LOX geni
meyvanin olgunlagsmasinda da gorev almaktadir (158). Ham iizim ile yar1 olgun iiziim de
vvi-miR535 in ifadesinde ¢ok ciddi bir degisiklik olmazken, olgun {iziimde vvi-miR535 in
cok fazla ifade edildigi belirlenmistir (162). Yine ayni ¢aligmada, bu ¢alismada elde edilen
bulgular1 dogrulayarak, vvi-miR535 in en fazla kokte, sonra yaprakta, sonra da govde ifade
edidigi ispatlanmistir. Kapsiilde bu miRNA’nin az ifade edilmesi hedefledigi SAMDC ve

LOX genlerinin diger dokulara gore kapsiilde daha fazla ¢alistig1 anlamina gelmektedir.
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Diger dokulara gore kapsiilde daha az ifade olan bir diger miRNA pso-miR530 dir. Bu
MIRNA’nin olas1 regiile ettigi genler biyoenformatik analizlerle arastirilmis ve serine
asetiltransferaz 5 (SERATI;1) ulasilmistir (Cizelge 5.6.). Bu genin gen ontolojisine
bakildiginda ise jasmonik asit cevabi, jasmonik asit biyosentezi ve yaralanma cevabi gibi
bitkinin savunma sistemini harekete gecirecek genlerle iligkili oldugu belirlenmistir.
Dolayli yoldan alkaloit {iretimini etkileyen bu miRNA’nin kapsiilde diisiik olmas1 da bu

sonucu teyit etmektedir.

miR172 bitkilerde gelisimsel agamalardan olan vejetatif faz degisimi ve ¢igeklenme
zamaninin belirlenmesi asamalarinda gorev almaktadir (8, 10, 163, 164). Bu miRNA’nin
hedefledigi genler toel, toe2, toe3, idsl, gloyl5 dir. Ayrica AP2 tipi transkripsiyon
faktorlerini hedefleyerek soguk ve kuraklik stresi ne karsi cevapta da rol alir (17, 63). pso-
miR172 kapsiilde diger dokulara gore az, pso-miR156 ise ¢ok ifade olmustur (Cizelge
5.5.). Yapilan ¢aligmalar miR172 ile miR156’nin birbirleriyle antagonist c¢alisan
MIRNA’lar oldugunu gostermistir. miR156’nin miktarindaki artts miR172’nin azalmasina,
bununla beraber bir fazdan diger faza gec¢isde kisitlama, genglik fazinin uzamasi ve
ciceklenmenin gecikmesi ile sonuglanirken; miR172’nin artmasiyla olgun yaprak
ozelliklerinin erkenden goriilmesi, erken ¢igeklenme ile sonuglanmaktadir (163, 165-168).
Bitki oOrneklerimiz gen¢ kapsiil doneminde toplanmistir. Bu donem itibariyle (pso-
miR156’nin ¢ok ifade edilmeside bu durumu dogrulamaktadir) bitkimiz tam olarak

yetiskin faza gegmemistir (9).

Pso-mir529 kapsiilde az ifade olmaktadir (Cizelge 5.5.). Bu miRNA’nin hedefledigi genler
arasinda Alpha amylase family protein (Cizelge 5.6.). Bu gen post embriyonik dénemde
etkinlik kazanmakta, bu gende olusan bir mutasyon bitki i¢in 6liimciil olmaktadir (169).
miR 166 hashas bitkisinde ¢ok fazla ifade olan miRNA’lardan biridir. 82486 okuma sayisi
ile 3. sirada yer almaktadir (Cizelge 5.3). Bu miRNA mikroarrayleri analizi kapsaminda
ayni sekilde 166a miRNAsinin homologlarinin ¢okga ifade edildigi bulunmustur (Cizelge
5.5.). Bir diger husus ise bu miRNA’nin biitiin homolog problarinda diger dokulara gore
kapsiilde daha az ifade ettigidir (Cizelge 5.5.). Pso-miR166 class 111 homeodomain-leucine
zipper (HD-ZIP I1I) genini hedeflemektedir (Cizelge 5.6). Bu gen yaprak, meristem ve
tohum gelisiminde rol oynar. Bu genin gen ontolojisine bakildiginda ise dollenme sonrasi

embriyonik kalibin belirlenmesi, integiimentlerin gelisimi ve tohum kabugu (testa) nun
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olusumu ile yakindan iligkili oldugu belirlenmistir. Bitkinin genelinde ¢ok ifade olan bu
miRNA kapsiilde az ifade olmasi bu miRNA’nin tohum gelisim siireci ile ilgili oldugunu

ispatlamaktadir (7, 82, 83, 170).

Haghasta miR319 homologlar1 (zma, aqc, gma, vb) yapilan miRNA mikroarrayleri
sonucunda kapsiil dokusunda diger dokulara kiyasla ¢ok, yaprak dokusunda az ifade
edilmekte oldugu (Cizelge 5.5.) bulunmustur. Bu miRNA daha derinlemesine dizileme
calisma kapsaminda tiim hashas bitkisinde 972 kez okunmustur (Cizelge 5.3.). Bu
MIRNA’nin yaprak morfogenezinde rol aldig1 bilinmektedir (6, 80, 171).

Pso-miR474 korunmamis miRNA’larda olup biyoenformatik olarak pentatricopeptide
repeat (PPR) superfamily protein hedeflemektedir (Ek-6). Bu protein 6zellikle kloroplastlar
ve mitokondrilerde yer alarak bu organellerin transkriplerine baglanmaktadir (172). Bu

calisma bu miRNA’nin neden yaprakta az ¢alistigini ispatlamaktadir.

Koklerde miRNA ifade diizeyleri arastirmasi yapilacak olursa 6zellikle 168 miRNAsina ait
farkli bitki miRNA homologlarinin haghasta diger dokulara goére daha az ifade ettirildigi
goriilecektir (Cizelge 5.5.). Bu miRNA’nin dogrudan dogruya koklerle iliskisinin varligi
birgok ¢alismada gosterilmis (18, 173) olup buradaki profille tutarlilik gostermektedir.

miR164, potansiyel olarak iki lokus olan miR164a ve miR164b genlerinden ifade edilir
(174) ve NAC-domain transkripsiyon faktor gen ailesindeki alt set genleri hedefledigi
tahmin edilmektedir (154). Petunya no apical meristem (NAM), Arabidopsis ATAF1 ve
ATAF2, Arabidopsis CUP-SHAPED COTYLEDON2 (CUC2) olarak isimlendirilen bu
gen ailesi, bitkilerle smirhidir ve Arabidopsis’te 100’den daha fazla sayidadir . 5 adet
Arabidopsis NAC-domain mesaji 3 veya daha az ‘mismag’li olarak miR164’e eslenik
‘komplementer’dir (154). Bunlar NAC1, CUCI1, CUC2, At5g07680 ve At5g61430°dir.
CUCI ve CUC2’nin, embriyonik ve ¢icek gelisiminde rolii bulunmaktadir (7). miR164
komplementerli NAC-domain genleri, embriyonik, vejetatif ve ¢igeklenme gelisiminin
yani normal bitki morfolojisinin temelidir. Argonatlar (AGOs) kiiciik RNA’larin dogrudan
diizenleyici yol aglarinda rol oynayan proteinleridir. Bir model bitkisi olan Arabidopsis, 3
filogenetik sinifa ayrilan 10 AGO proteinleri bulundurur (175). AGO gen ailesi nin
tiyelerinden ATAGO1, ATAGO10 ve ATAGOS, pleiotropik gelisme eksikligi ortaya ¢ikan
Arabidopsis mutantlar1 {izerinden tespit edilmistir. AGO1, miRNA yol aginda rol oynar ve
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agol mutantlar1 yoluyla organ polarite eksiklikleri ortaya ¢ikardig: tespit edilmistir. Agol
mutantlarinda miRNA birikimi azalir ve miRNA hedefli mRNA birikimi artar, dolayistyla
AGO1 miRNA yol aglarinin biitiinligi i¢in gereklidir (175). miR164 ‘iin daha az ifade
oldugu bitkilerde daha fazla NAC1 mRNA larn eksprese olmus; bu durum daha fazla
lateral kok olusumuna neden olmustur (8, 11). Bu sonu¢ pso-miR164’{in neden kapsiilde az
ifade oldugunu agiklamaktadir (Cizelge 5.5.). Ayrica pso-miR164 bitkinin tiimiinde ¢ok
ifade olmaktadir (Cizelge 5.3.) miR164’{in ¢ok ifade olunmasiyla hedefledigi NAC1,0RE1
vb. genlerin ifadelerinde azalma gozlenir. ORE1 gen {irlinii genetik ve fenotipik yashiligin
belirtisi olan klorofil yikimi1 ve SAG12 geninin ekspresyonunu arttirir (80, 81). Bu miRNA
hala hashas da fazlaca ifade ediliyor olmasi bitkide yaglanmanin heniiz baglamadigini ifade

etmektedir.

miR160 ve miR167 ayn1 gen ailesini hedeflemektedirler. AUXIN RESPONSE FACTOR
(ARF) transkripleri bitkide yan koklerin olusumunun kontrol eden bir gen ailesidir. ARF17,
(negatif diizenleyici) miR160 tarafindan hedeflenirken, ARF6 ve ARF8, miR167 tarafindan
hedeflenerek yan kok olusumunda pozitif diizenleyiciler olarak rol almaktadirlar. Haghas
bitkisini biitlinliine bakilacak olursa pso-miR167’nin daha ¢ok ifade edildigini rahatlikla
gorebiliriz. Mikroarray sonuglarinda miR167 kokte az, miR160 ise kokte c¢ok ifade

edilmistir. miR167 nin az ifade olmasi1 yan koklerin artmasi anlamina gelmektedir.

miR 1450 ise hashasta kok dokusunda diger dokulara gore daha fazla ifade edilmistir
(Cizelge 5.7). miR1450’nin hedefledigi genlerin gen ontolojisi yapildiginda bu miRNA’nin
tuz ve susuzluk stresinde fazla ifade edildigi saptanmistir (176). miR1450’nin kokte
fazlaca ifade edilmesi de bitkinini susuzluk stresine maruz kaldiginin bir gostergesi
olabilir. miR396’nin diger dokulara gore en fazla kokde ifade edildigi goriilmiistiir
(Cizelge 5.5.). Yapilan ¢alismalar miR396’nin GROWTH-REGULATING FACTOR (GRF)
i regiile ettigi ve bu sayede hiicre boliinmesini ve meristemin biiyiikliiglinii diizenledigi
bulunmustur (177). Dolayisiyla kokde bu miRNA’nin seviyesinin fazla olmasi normal

olarak beklenebilir.

miR390 ARF gen ilesinden ARF2, ARF3 ve ARF4 ii baskilayarak kok gelisim zamaninin
diizenleyen bir yolak da gorev almaktadir. Fakat pso-miR390 kokte ¢ok ifade olmustur
(Cizelge 5.5.) (12, 178, 179). Bitkinin ig¢inde bulundugu doénem itibariyle yan koklere

ihtiya¢ duymadig1 sonucuna varilabilir.
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miR2916 bitkiler aleminde sadece Populus euphratica tiiriinde bulunmustur. Bu
MIRNA’nin hedefledigi genin gen ontolojisine bakildiginda giberillik asit cevabiyla
baglantili oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.7.). Giberillik asit ise 6zellikle boy uzamasini
tesvik etmektedir (180). Mikroarray sonucunda miR2916’nin en az govde de ifade oldugu
tespit edilmisti (Cizelge 5.5.) Dolayisiyla hedefledigi genin govdede fazla calistigi

rahatlikla soylenebilir.

Pso-mir1858 en az kokte en fazla govdede ifade olmaktdir (Cizelge 5.5). Bu miRNA’nin
hedef genlerinden biri transducin family protein / WD-40 repeat family protein dir (EK-6).
Bu genin gen ontolojisine bakildiginda yan koéklerin olusumunu indiikledigi goriilmiistiir

(Cizelge 5.7.). Bu nedenden pso-miR1858’in kokte az ifade oldugu diistiniilmiistiir.

miR1314’ye simdiye kadar sadece Pinus tiirlerinde rastlanmistir (4). Derinlemesine
dizileme sonucuna gore hashas bitkisinin tiimiinde hemen hemen hi¢ ifade olmamaktadir
(Cizelge 5.3.). Fakat mikroarray sonucuna gore bu miRNA sadece kapsiilde asir1 derecede
ifade edilmektedir (Cizelge 5.5.). mirl314’tin hedef geni biyoenformatik olarak
arastirildiginda Ergosterol biosynthesis ERG4/ERG24 family geniyle karsilasmaktayiz
(Ek-6). Fakat lipid metabolizmasiyla iliskili bu genin yag tiretiminin yapildigi kapsiilde az
ifade olmasi1 ve hi¢ ifade olmamasi miimkiin degildir. Bu nedenle bu miRNA’nin aslinda

farkli genleri hedefledigi diistiniilmektedir.

Bitki gelisimini diizenleyen miRNA’lardan hashas bitkisinde de tespit edilen miRNA171,
miRNA156 ve miRNA166’nin hedef genleri bulunmaktadir. Bunlarin bitkilerde ¢icek
morfolojisinin ve ¢igeklenme zamaninin kontrolii, yaprak ve kok gelisimini sagladig: tespit
edilmistir (9). Transkripsiyon faktorler, gen ifadesi ve protein sentezi siirecinde rol
oynayan onemli aktorlerdir. Genellikle spesifik bir DNA dizisine baglidir ve DNA’dan
RNA’ya transfer edilen genetik bilgiyi kontrol ederler (88) ve bitki gelisimini diizenlerler
(78). Scarecrow-like (SCL) ailesi, bitki gelisim siirecinde yaygin oranda kontrol saglayan
bitkiye spesifik transkripsiyon faktorlerinin bir sinifidir. SCL ailesinin bir iiyesi olan SCL6
geni, miR171’in potansiyel hedefidir. Pso-miR171 korunmus miRNA’lardan olup hashas
bitkisinde hem derinlemesine dizileme (Cizelge 5.3) hem de miRNA mikroarray (Cizelge
5.5.) calismalar ile tanimlanmistir. Pso- miR171 (a-f) hashas bitkisinde yaprakta diger

dokulara goére daha fazla ifade ettirildigi gorilmistir. Bu miRNA Scarecrow-like

106



transcription factor 6 (SCL6) geninin regiile etmektedir. Yapilan c¢aligmalarda bu
MIRNA’nin koklenmeyi diizenledigi bulunmustur (107). Dolayisiyla koklerde daha az
bulunup yapraklarda daha fazla ifade ettirilecegi miRNA arraylerinden c¢ikarilabilir
(Cizelge 5.5.). Arabidopsis’teki fonksiyonel ¢alismalar, miR171’in ¢i¢eklenme ve gigek
olusturan dokularda SCL6 mRNAsinin baskin ekspresyonunu hedefledigini gostermistir
(49, 181). Scarecrow transkripsiyon faktorlerinin gelisimdeki rolleri gibberellin sinyal
transdiiksiyonu, aksiler meristem olusumu, gametogenez ve kok radyal olusumu gibi bitki
bliylime ve gelisimi diizeylerindedir. Kuraklik metabolizmasina yanitta Scarecrow
mRNAsmin ifade seviyesi yaprakta azalmaktadir ancak su alimini artirmak i¢in kokte

yiiksek diizeyde diizenleyicidir (65, 70, 91).

Pso-miR854 korunmamig miRNA ailesinden olup, derinlemesine dizilemede (Cizelge 5.3.)
ve miRNA mikroarray ¢aligmalariin her ikisinde de (Cizelge 5.5.) tespit edilmistir. Bu
MIRNA’nin hedefledigi genlerden bir taneside MYB transkripsiyon faktorlerinden
MYB98’dir. (EK-6). MYBO98 disi organda sinerjit hiicrelerin ve polen tiipiiniin
olusumundan sorumludur. Bitki déllenip yeni tohumlar olusunca; MYB98’in en yiiksek
ifadeye sahipken tozlagsmadan 3 giin sonra MYB98’in ifadesinde diisiis baslar (182). Bu
calisma pso-miR854’1in ve benzer sekilde MYB transkripsiyon faktorlerini hedefleyen
pso-miR159c-e ve pso-miR159g nin neden kapsiilde fazla ifade oldugunu ispatlamaktadir
(Cizelge 5.5.). pso-miR159a-b ve pso-mir159f ise kokte fazla, yaprakta az ifade olmaktadir
(Cizelge 5.5.). GAMYB-like transkripsiyon faktorii ailesi toplamda 7 adet gen
igcermektedir bunlardan MYB33 ve MYB65’in disindaki 5 gen miR159a ve mir159b’nin
olmadig1 dokularda yiliksek oranda ifade edilmektedir. MYB33’iin miR159 ile
komplementer oldugu bdlgede olusturulacak bir mutasyon sonrasinda morfolojik olarak
yaprakta degisim gozlenmistir (9). Bu calisma miR159a-b, miR159f ile miR159c-e,

miR159g nin neden dokularda farkli ifade diizeyleri oldugunu aciklamaktadir.

Korunmus miRNA’lardan olan miR397 hashas bitkisinde govde dokusunda daha az ifade
edildigi belirlenmistir (Cizelge 5.5). Bu miIRNA’nin hedefledgi TBL14 | TRICHOME
BIREFRINGENCE-LIKE 14 geninin gen ontolojisi yapildiginda lignin sentezi ile iliskisi
oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.7.) (183). Govde dokusunun kalinlagsmasi, pso-

miR397’nin gbévdede az ifadesi ile miimkiindiir.
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miR395 bitkilerde siilfat acligindan ¢ok kuvvetli etkilenir ve bitkide ifadesi hizla artar.
Siilfat homeostazinda da ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. miR395’in fazla ifade olmasi siilfatin
koklerden hizli bir translokasyon ile yapraklarda birikmesine neden olmaktadir (184).
Hashasta bu miRNA bitkinin genelinde ¢ok diisiik oranda ifade olmus (Cizelge 5.3.),
miRNA mikroarray ¢alismast sonucunda ise kokte az ifade oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 5.5.).

Pso-miR2919’un kapsiilde ¢ok yaprakta az ifade oldugu miRNA mikroarrayi ile
belirlenmistir. Bu miRNA’ya sadce Oryza sativa bitkisinde rastlanmigtir. Biyotik ve
abiyotik strese maruz birakilan O. sativa bitkisinde bir ¢ok yeni miRNA kesfedilmistir.
miR2919 ise strese maruz kalmayan kontrol bitkilerinin siirglin dokusunda tespit edilmistir
(185). Bu miRNA’nin biyoenformatik olarak hedefledigi gen bilinmemekle beraber bu
MIRNA’nin yaprakta az ifade olmasmin, yaprakta islevi olan bir geni hedefliyor

olabilecegini diisiindiirmektedir.

pso-miR2911 kapsiilde az, yaprakta ¢ok ifade olmaktadir (Cizelge 5.5.) Bu miRNA
Helianthus annuus, Nicotiana tabacum ve Populus euphratica olmak iizere toplam 3
bitkide tespit edilmistir (4). Yapraklari yaralanarak veya budanarak strese maruz birakilan
N.tabacum bitkisinde miR159, miR319 ve miR2911’in budama stresine maruz kalan
bitkide fazla ifade oldugu, yaralanma stresinde bu miRNA’nin az ifade oldugu veya
ifadesinde bir degisiklik olmadigi belirlenmistir (186). Biyoenformatik olarak da
fonksiyonlar1 bilinmeyen 3 adet geni hedefledigi bilinmektedir (EK-6). Sonug¢ olarak bu
MIiRNA’nin kapsiilde az ifade olmasi bu dokuda fazla ifade olmasi istenen bir geni

hedefledini diisiindiirmektedir.

pso-miR 1148, kokte az govdede cok ifade olan bir miRNA olup, sadece tek hiicreli bir alg
olan Chlamydomonas reinhardtii ‘de tespit edilmistir (187). Bu miRNA’nin kokte az ifade

edilmesinden kok ile ilgili bir geni hedefledigi sonucu ¢ikarilabilir.

pso-miR 1436 6zellikle monokotillere 6zgii bir miRNAdir. Kapsiilde ¢ok (Cizelge 5.5.)
ifade olan bu miRNA’nin O. sativa’da hypothetical protein hedefledigi belirlenmistir
(188). Ayrica tuzluluk ve kuraklik stresine maruz kalan O. sativa bitkisinde miR1436’nin
ifade diizeyinde anlamli bir degisiklik olmamuistir. Arpada aralarinda miR1436°da olan 8
adet (Hvu-miR156, Hvu-miR159, Hvu-miR160, Hvu-miR171, Hvu-miR395, Hvu-
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miR444, Hvu-miR1126) miRNA’nin bitki gelisimi, morfolojisi ve ¢igeklenme zamani ile
ilgli genleri kontrol eden transkripsiyon faktorlerini hedefledigi tespit edilmistir (65). Bu
miRNA’nin kapsiil disinda diger dokularda ifade olabilen bir geni hedefledigi

diistintiilmektedir.

pso-miR1310 en az yaprak, en ¢ok govdede ifade olmustur. Heliantus annuus bitkisinin
miRNA profile ¢ikarilmis ve miR1310°da tespit edilmistir. Bu miRNA’nin biyoenformatik
olarak Myosin (hamy2) genini hedefledigi belirlenmistir (189). Fonksiyonu tam olarak
aciklanamayan bu genin bitkide hangi dokularda ne oranda ifade edildigi bilinmemektedir.
Fakat yaprakta az ifade olan miR1310’nun yaprak morfogenezi veya fotosentez gibi
yaprakta gerceklesen bir olayda gorev alan herhangi bir geni hedefledigi tahmin

edilmektedir.

6.3. Secilen ve qRT-PCR 1le Ol¢iilen Baz1 miRNA’lar ve Hedefledikleri Genler
Arasindaki iliski

pso-miR2’nin biyoenformatik olarak hedefledigi genlerden biri F-box/Kelch-repeat protein
(At1g30090)’dir (Cizelge 5.6.). gRT-PCR sonucuna gore pso-miR 2 en fazla yaprakta, en
az kapsiilde; hedef gen ise en ¢ok kapsiilde en az yaprakta ifade olmustur (Sekil 5.5.).
Mikroarray sonucunda ise pso-miR2 nin homologu vvi-miR2950 en az kapsiilde en ¢ok
kokte ifade olmustur (EK-4). miRNA’lar ve hedefledikleri genler arasinda ifade seviyesi
acisindan ters bir iliski vardir. miRNA’nin ifadesi yiiksekse, ilgili hedef genin ifadesi
diisiiktiir. Pso-miR2’de bu iliski calisma kapsaminda gosterilmistir. Ornegin, yaprakta fazla
ifade olan pso-miR2, hedef geni olan F-box/Kelch-repeat proteini baskiladigi i¢in bu gen
yaprakta az ifade olmustur. Hedef gen F-box/Kelch-repeat protein geninin hem monokot
hem Okotlarda ¢igeklenme zamani ve sirkadian ritmi kontrol ettigi, yaslanma ve savunma
cevabinda gorev aldigida bulunmustur (190, 191). Kapsiil dokusunda bu miRNA’nin az
ifade olmasi ¢i¢eklenme zamani ve savunma cevabi nedeniyle sekonder metabolit
liretiminin artmas1 , yaprakta ¢ok ifade olmasi sirkadian ritm ile ilgili oldugunu

gosterebilir.

pso-miR3, aly-miR390a-3p ve ima-miR390-3p ile homoloji gosterir. pso-miR3’{in
biyoenformatik olarak putative retroelement pol polyprotein (NP455428) bir geni
hedefledegi bulunmustur (Cizelge 5.6). gRT-PCR sonucuna gore pso-miR3 en fazla
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kapsiil, en az yaprakta; hedef gen ise en fazla kapsiil ve kok, en az gdvdede ifade olmugtur
(Sekil 5.6.). Mikroarray sonucunda ise pso-miR3 nin homologlari en az yaprakta, en ¢ok
kokte ifade olmustur (Cizelge 5.5.). Bu miRNAda kapsiil dokusun disinda diger dokularda
mMiRNA-hedef gen ters iliskisi rahatlikla goriilmektedir. Kapsiil dokusunun ifadesinde hig
bir degisiklik olmamigtir. Hedef gen ile ilgili yapilan gen ontolojisi ¢aligmasinda bu genin
metal veya ¢inko baglanmasi ile dolayl olarak iliskisi oldugu belirlenmistir (192). Genel
olarak yaprak ve kokte miR3’{in ifadesi diisiikken hedef genin yaprak ve kokte fazlaca
ifade edilmesinin nedeni ¢inko veya metal baglanma siireci ile iliskili olabilecegini

distiniilmektedir.

pso-miR5’in biyoenformatik olarak RSY3 RASPBERRY3 (AT3G24560.2) hedefledigi
bulunmustur (Cizelge 5.6). pso-miR5 ve hedefledgi gen ile ilgili gRT-PCR sonucuna gore

pso-miR5 en fazla govde, en az kapsiilde; hedef gen ise en fazla kapsiil, en az yaprakta
ifade olmustur (Sekil 5.7.). Bu miRNA miR156e-3p ile homoloji gostermektedir (Cizelge
5.4). Mikroarray sonucunda ise pso-miR5in homolog oldugu miR156 ailesinde en ¢ok
kapsiilde, en az govdede ifade olmustur (Cizelge 5.5.).Hedefledigi gene baktigimizda
Raspberry3 geninde meydana gelen mutasyonlarin kloraplast olusumunu, dolayisiyla
embriyogenezi etkiledigi tespit edilmistir (193). Ayrica bu genin gen ontolojisine gore
tohum dormansisi sonucu embriyo olusumunda dolayl1 olarak iliskili oldugu goriilmiistiir

(193). Bu bilgiler pso-miR5’in kapsiilde az ifade edimesini teyit etmektedir

pso-miR 7 derinlemesie dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandir. Bu miRNA miR160

ailesiyle homoloji gostermektedir.

pso-miR7’nin biyoenformatik olarak hedefledgi genlerden biri putative auxin response
factor (NP305750)’dir (Cizelge 5.6). pso-miR7 ve hedefledgi gen ile ilgili qRT-PCR
sonucuna gore pso-miR7 en fazla kapsiil ve gévdede, en az yaprakta; hedef gen ise en ¢ok
kapsiilde en az yaprakta ifade olmustur (Sekil 5.8.). Mikroarray sonucunda ise pso-miR7
nin homologu miR 160 ailesi en az yaprakda en ¢ok kapsiilde ifade olmustur. Pso-miR7 nin
gRT-PCR verileri ile mikroarray verileri birbirlerini dogrulamaktadir. Bu sonuglarla
berabert hedef genin yaprak dokusunda daha fazla ifade edilmesini beklerdik.
Derinlemsine dizileme sonuclarina bakildiginda tiim hashas bitkisinde pso-miR160’1n 251
kere saptandig1 gosterilmistir (Cizelge 5.3.). Ayrica mikroarray okumalarida derinlemesine

dizilemedeki gibi c¢ok diisiikk seyretmistir (Cizelge 5.5.). Daha Oncedebelirtidigi gibi
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miR160 ve mir167 aynm geni hedefleyen iki miRNAdir. Bu miRNA’larin biri bitkide fazla
ifade ediliyorsa digeri az ifade edilmektedir. Dolayisiyla pso-miR160 bitkide az ifade

edilmesi sonucu bu MiRNA’nin hedefledigi gen tlizerindeki etkisi tespit edilememistir.

pso-miR 11, aly-miR166a-5p ile homoloji goéstermektedir (Cizelge 5.4.).pso-miR11’in
Leucine-rich repeat protein kinase family protein (AT2G01210.1) (hedef gen-1) ,homologu
olan miR166 ailesinin HD-ZIP protein ATHB-15 (At1g52150 (hedef gen-2)
biyoenformatik olarak hedefledigi bulunmustur (Cizelge 5.6). pso-miR11 ve hedefledgi
genler ile ilgili qRT-PCR sonucuna gore pso-miR11 en fazla gévde ve kok, en az kapsiilde;
hedef gen-1 en fazla kokte, en az govdede; hedef gen-2 en ¢ok yaprak ve kapsiil, en az
govdede ifade olmustur (Sekil 5.9.). Mikroarray sonucunda ise pso-miR11’ in homologlari
en az kapsiilde, en ¢ok kokte ifade olmustur (Cizelge 5.5.). Bu sonuglara gore pso-miR11
gRT-PCR ve microarray sonuglart birbirlerini dogrulamaktadirlar. Ayrica pso-miR11 in

asil hedef geninin . HD-ZIP protein ATHB-15 oldugu deneysel olarak da tespit edilmisdir.

pso-miR 13 derinlemesin dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandir. pso-miR13’iin
biyoenformatik olarak 7-OMT reticuline-7-O-methyltransferase (FJ156103.1) genini
biyoenformatik olarak hedefledigi bulunmustur (Cizelge 5.6). pso-miR13 ve hedefledigi 7-
OMT ile ilgili gRT-PCR sonucuna gore pso-miR13 sirasiyla en fazla gévde, kapsiil ve
yaprak en az kokte; 7-OMT en fazla govde ve yaprak, en az kapsiilde ifade olmustur. (Sekil
5.10.). 7-OMT benzilizokinonin alkaloit sentez yolaginda gorev alan bir enzimdir. (S)-
retikulinin (S)-laudanine donisiimiini katalizler (194, 195). 7-OMT lateksinde yogun
oldugu govde de, kapsiil ve kok dokularina kiyasla daha fazla bulunmaktadir. Ayrica eser
miktarda yaprak dokusundada 7-OMT’ye rastlanmistir (194). Tim bu veriler ¢aligma
sonuglarimiz1 teyit etmektedir. Papaverin yolaginda yer alan 6 genin  susturularak
papaverin ve olusan diger alkaloitlein miktar tayinleri yapilmistir. 7-OMT geninin
susturulmasi sonucu papaverin miktarinda bir degisiklik olmazken laudanin ve laudanosin
miktarinda azalma kaydedilmistir. Morfin, kodein, tebain ve noskapin gibi diger alkaloid
miktarlariin ise kontrole kiyasla arttigida bildirilmistir (195). Tez ¢alismasinda
kullandigimiz P. somniferum Ofis-95 varyetesi en yiiksek oranda morfin, en diisiikk oranda
papaverin iretmektedir (196). Ayrica miRNA’lar ve hedefledikleri genler arasinda ifade
seviyesi agisindan ters bir iligki vardir. Kapsiil dokusu hari¢ diger tiim dokularda bu iliskiyi

rahatlikla gérebilmekteyiz.
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pso-miR164’iin NAC1 no apical meristem protein (AT1G56010) biyoenformatik olarak
hedefledigi bulunmustur (Cizelge 5.6). pso-miR164 ve hedefledigi gen ile ilgili qRT-PCR
sonucuna gore pso-miR164 en fazla gévde, en az kokte; hedef gen en fazla yaprak, en az
kokde ifade olmustur (Sekil 5.11.). Mikroarray sonucunda ise pso-miR 164 homologlari en
fazla kapsiil, en az kokte ifade olmustur (Cizelge 5.5.). Aslinda miR164 ‘iin qRT-PCR
sonucuna gore govde, kapsiil ve ve yapragin ifade diizeyleri hemen hemen aynidir. Bu
sonuglar mikroarray sonuclariylada desteklenmistir. Bu sonuca paralel olaral hedef gen
govde dokusunda az ifade olmustur.Fakat diger goreceli tutarsizligin sebebi ise NACI1 geni
icin bitkilerde miRNA regiilasyonu disinda bagka bir regiilasyon daha olmasi durumudur.
Bu hedef gen bir transkripsiyon faktér olup regiilasyonunda miRNAdan bagimsiz
farkliliklar goriilebilir.

pso-miR159’un MYB101 (AT2G32460) biyoenformatik olarak hedefledigi bulunmustur
(Cizelge 5.6). pso-miR159 ve hedefledigi gen ile ilgili qRT-PCR sonucuna gore pso-
miR159 en fazla kapsiil, en az kokde; hedef gen en fazla kok, en az yaprakve govde de
ifade olmustur. (Sekil 5.12.). pso-mirl59a-b ve pso-miR159f kokte fazla yaprakta az, pso-
miR159c-e ve pso-miR159g ise kapsiilde ¢ok yaprakda az ifade olmustur. pso-mirl159’un
gRT-PCR ve mikroarray sonuglar1 birbirlerini desteklemektedir. Ayrica kdkte az ifade olan
bu miRNAya hedef geni kokte fazla diizeyde ifade olmaktadir. Kapsiil dokusunda énemli
farklilik goriilmemekle birlikte yine ilgili hedef genin bir transkripsiyon faktorii oldugu ve

sonuclardaki bazi farkliliklarin bundan kaynaklanabilecegi goz ardi edilmemelidir.

pso-miR395’tin APS4 Sulphate adenylyltransferase (AT5G43780) geninin hedefledigi
biyoenformatik olarak bulunmustur (Cizelge 5.6). pso-miR395 ve hedefledigi gen ile ilgili
gRT-PCR sonucuna gore pso-miR395 en fazla yaprak, en az gdvde; hedef gen en fazla
kok, en az govde de ifade olmustur (Sekil 5.13.). Mikroarray sonuglari dokular arasinda
degisiklik gostermektedir. Pso-miR395’in qRT-PCR sonucu mikroarray de 0sa-miR395c
ile uyumluluk gostermistir (Cizelge 5.5.). APS4 geni siilfat aghig: ile ilgili bir gen olup,
stilfatin kok ve yapraklar arasindaki translokasyonundan sorumludur (184). Genel olarak
gRT-PCR verilerine gore kok ve govde dokularinda ifade olan miRNA ve hedef gen

arasindaki ifade diizeyinde belirlenen ters iliski rahatlikla gozlenmektedir.

pso-miR535’in Lipoxygenase (LOX gene) (FM164378.1) hedefledigi tespit edilmistir
(Sekil 5.14.). Mikroarray sonucunda pso-miR535 en az kapsiilde, en fazla yaprak ve kok
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de ifade olmustur (Cizelge 5.5). pso-miR535’in hedef geni en fazla yaprak, en az kokde
ifade olmustur. (Sekil 5.14.). LOX geni bitkinin her dokusunda ifade olan yasliliktan,
meyva olgunlagsmasina abiyotik stressden savunma cevabi gibi ¢ok alanda rol oynayan bir
gendir (197). Hashas bitkisinde LOX geninin ifadesinin bitkide meyve olgunlasmasinin ve
yapraklarda yasliligin basladigini rahatlikla ifade edebiliriz. Ayrica LOX geni sekonder
metabolit mekanizmasini aktive eden jasmonik asitin olusumunda ¢ok Onemli bir yere
sahiptir (158, 159, 198, 199). Alkaloitler gibi sekonder metabolitleri iireten hashas
bitkisinde LOX geni ve bunu hedefleyen pso-miR535’in bulunusu ¢alismalarimiz

dogrulamaktadir.

T0047847 numaral kii¢iik RNA’nin COR (FJ624147.1) genini hedefledigi biyoenformatik
olarak tespit edilmistir (EK-3). T0047847 en fazla kapsiil, en az yaprak; hedef gen en fazla
kok, en az yaprak da ifade olmustur (Sekil 5.15). COR (codeinone reductase) geni morfin
sentez yolaginda gorev alir. Kodeinonun kodeine doniisiimiinii gerceklestirir. Kodeinin
demetilasyonu ile morfin sentezi gergeklestirilmis olur (23, 27, 30, 194, 200) (Sekil 2.2.).
COR geni hemen hemen tiim dokularda mevcuttur. Yaprak hari¢ diger dokularda ¢ok
miktarda bulunur (34). Yapilan calismalar sonuglarimizi desteklemektedir. Ayrica miRNA

ile hedef gen arasindaki ters iliskiyi tiim dokularda rahatlikla gérmekteyiz.

T0013376 numarali kiigiik RNA’nin SAT (FJ200354.1) genini hedefledigi biyoenformatik
olarak tespit edilmistir (EK-3). t0013376 en fazla govde, en az yaprak ve kok; hedef gen en
fazla kapsiil, en az yaprak da ifade olmustur (Sekil 5.16.). SAT [(7S)-salutaridinol-7-O
acetyltransferase] morfin sentez yolaginda ilk tepkimeyi katalizler. S- retikulin’den (7S)-
salutaridinol  olusur. SAT enzimiyle (7S)-salutaridinol, salutaridinol-7-O-acetate
dontstirilir (30, 194, 200) (Sekil 2.2.). Sonuglarimizi dogrulayacak sekilde SAT’in
kapsiil ve govde dokularinda fazla, kok ve yaprak dokularinda az ifade oldugu tespit
edilmistir (34). Morfin tretimi diger alkaloitlere gora fazla olan Ofis-95 varyetesinin
kapsiilinde ¢ok yiiksek oranda SAT bulunmasida sonuglarimizin anlamli oldugunu
gostermektedir. Ayrica bu geni hedefleyen miRNA adayr t0013376 ‘nin tiim dokularda
hedef genin aksine az ifade oldugunu gérmekteyiz. Alkaloit iiretiminin ¢ok oldugu geng
kapsiil doneminde SAT 1n dokularda fazla, onu hedefleyen miRNA adayinin dokularda az
ifade olmasi MIRNA- hedef gen iliskisini dogrulamaktadir.
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t0000199 numarali kiicik RNA’nin TYDC (AF025435.1) genini hedefledigi
biyoenformatik olarak tespit edilmistir (EK-3). t0000199 en fazla yaprak, en az kok; hedef
gen en fazla kapsiil ve govde, en az yaprak da ifade olmustur (Sekil 5.17).
Benzilizokinonin alkaloitlerinin sentezi L-Tyrosin’in tyramine, L-dopa’nin dopamine
tyrosine/dopa decarboxylase (TYDC) katalizorliigiinde doniisiimii ile baslar (Sekil 2.2.).
Bu yoniiyle TYDC sadece morfin yolagindaki alkaloitlerin olusumu degil papaverin,
berberin ve sanguarin gibi diger alkaloitlerin olusumu i¢inde 6nemlidir. TYDC ‘nin yaprak
dokusu disinda diger dokulardaki ifade seviyesi (34) buldugu sonuglardan farklidir. TYDC,
kapsiil ve govdede daha yogun olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bitki materyalimizin
toplandigr donem olan geng kapsiil donemi alkaloit sentezinin ¢ok yogun oldugu bir
donemdir. Her ne kadar yapilan ¢aligmalar TYDC geninin kok ve govde de bulundugunu
belirtsede, olgunlagsmamis kapsiil doneminde petallerin diismesiyle beraber hizla biiyiiyen
kapsiiliin igerisine latisiferlerle dolmaktadir. Ayrica TYDC dokuya spesifik ifade
olmaktadir. Geng¢ dokularda (yaprak ve aksillar tomurcuklar) ifade olan bu genin, olgun
kok gibi yasl dokularda ifade seviyesi azalmaktadir (201). Kapsiil dokusunda TYDC’ye
rastlamamiz bu dokuya hizla dolan latisiferlerden kaynaklaniyor olabilir. Kok dokusunda
TYDC’nin az ifade olmasi total RNA’nin izole edildigi kokiin yasliligin kaynaklanabilir.
TYDC’yi hedefleyen miRNA aday1 t0000199°{in dokulardaki ifadesine bakildiginda govde
dokusu disinda beklenen miRNA-hedef gen iliskisi goriilmektedir.

6.4. MiRNA’lar ile Alkaloit Sentez Mekanizmasinin iliskilendirilmesi

Hashas tarafindan da sentezlenen benzilizokinolin alkaloitleri (BIA) ¢ok genis ve yapisal
olarak c¢ok cesitleri olan bitki dogal iirlinleridir BIA sentezinde yolagin en basinda tyrozin
amino asidi yer alir. Bir dizi zorlu ve cesitli kimyasal reaksiyonlar sonucu alkaloitler
meydana gelir. Sekonder metabolit olarak da adlandirilan BIA, bitkide normal biiylime ve
gelisim i¢in elzem degildirler fakat patojen ve herbivor saldirilarina karsi bitkiyi korurular
(32). Bitkinin savunma sistemini harekete geciren her kimyasal veya biyolojik madde

aslinda bitkinin alkaloit sentez mekanizmasinida harekete gegirir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar sonucunda hashasta ifade edilen miRNA’lar ile alkaloit
sentez mekanizmasi arasinda (dogrudan veya dolayl ) iliski tespit edilmistir. Toplamda 23
adet mMiIRNA’nin ve 3 adet miRNA adaymin alkaloit sentezi ile iliskisi belirlenmistir.
Bunlardan 2 adet miRNA (pso-miR13 ve pso-miR408) ve 3 adet miRNA aday1 (0000199,
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t0013376, t0047847) dogrudan digerleri (pso-miR1106, pso-miR415, pso-miR835 vd)
dolayl olarak alkaloit yolagina miidahele etmektedir. Bu miidahele Sekil 6.1°de sematize

edilmistir.

Alkaloit sentez yolagini regiile eden miRNA’lar; pso-miR13 ve pso-miR408’dir. pso-
mirl3 biyoenformatik olarak 7-OMT (7-O-methyltransferase) ve SSL4 (strictosidine
synthase-like 4) gibi alkaloit sentezinde birebir gorev alan genleri hedefledigi bulunmustur
(Cizelge 5.6.). Ayrica pso-miR13’iin 7-OMT’yi hedefledigi yaptigimiz qRT-PCR
calismasiyla (Sekil 5.10) da deneysel olarak ispatlanmistir.

COR, SAT ve TYDC genlerinin biyoenformatik olarak hedefleyen t0000199, t0013376,
t0047847 numarali miRNA adaylarinin qRT-PCR c¢alismasiyla miRNA-hedef gen iliskisi
tespit edilmistir. Fakat eldeki Papaver ESTlerinin azligindan dolay1 bu kiigiik RNA’larin

pre-miRNA yapis1 ongiiriilememistir. Bu nedenle miRNA aday1 olarak isimlendirilmistir.

Pso-miR408 biyoenformatik olarak FAD-binding and BBE domain containing protein
(TC366290) adli geni hedeflemektedir (Cizelge 5.6). Bu gen, gen ontolojisinde reticuline
oxidase ile iligkilidir. Reticuline oxidase S-reticuline den (S)-scoulerine olusturur. Dolayli
olarak reaksiyon berberin olusumu yoniinde devam eder (Sekil 2.2.). Pso-miR408
derinlemesine dizileme de 2849 defa okunmustur ve toplamda okunan 124 miRNA
aileleleri igerisinde 11. sirada yer almaktadir (Cizelge 5.3.). Bu miRNA’nin bu derece ¢ok

olmasi alkaloit biyosentezini berberin yoniinde olmadigin1 gostermektedir.

Dolayl olarak alkaloit sentezine miidahele yaralanma, patojen saldirisi, stress gibi olaylar
sonucunda bitkide yer alan ve savunma sistemini uyaran jasmonik asit {lizerinden
olmaktadir. Jasmonik asit bir gesit bitki hormonu olup lipoxygenaz enzimlerinin de
katildig1 oktadekanoit yolaginda sentezlenir. Bu hormonun ana maddesi a-linoleik asitdir.
Jasmonik asitin en 6nemli gorevleri bliylimenin durdurulmasi, yaslanma, yaralanma cevabi

ve bitki savunmasidir. (202).

Metil jasmonatin hiicre kiiltiirlerinde sanguarin adli alkaloiti arttig1 yoniinde sonuglar
vardir. pso-miR1106, pso-miR415, pso-miR835, pso-miR6434 iin hedefledigi genlerin
gen ontoloji (Cizelge 5.7.) yapildiginda bu miRNA’larin dolayli olarak jasmonik asiti

stimiile ettigi belirlenmistir.
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Sekil 6.1. Hashasta alkaloit sentez yolagini regiile eden derinlemesine dizileme ve miRNA
mikroarrayi ile tespit edilen miRNA ve miRNA adaylarinin benzilizokinolin sentez yolak

haritasinda (KEGG) gosterilimi
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Pso-miR1432, pso- mirl507, pso- miR1514, pso-miR1850, pso- mMiR2673, pso-
mMiR393, pso- MiR4393, pso-miR5658, pso-mir827, pso- miR415, pso- MiR168 nin
hedefledigi genlerin gen ontolojisi yapildiginda bu genlerin savunma sisteminde rol
oynayan diger genlerle iliskili oldugu belirlenmistir. Ayrica pso-miR4351 ve pso-miR530
un hedefledigi genin gen ontolojisi yapildiginda yaralanma cevabi, pso-miR167, pso-
mMiR2931ve pso-miR5225 in hedef genlerinin nematod saldirisi cevabi ile ilgili oldugu

belirlenmistir (Cizelge 5.7.).

pso-miR535 LOX genini hedefledigi RLM-RACE deneyi ile bulunmustur (Sekil 5.25.) Bu
gen jasmonik asit olusumunda gorev alir (158, 202). LOX genindeki artig jasmonik asitin

artmasina dolayisiyla alkaloit sentezinin artisina neden olacaktir.

Terpenoid Indole alkaloitlerinden vinblastine ve vinkristini sentezleyen Catharanthus
roseus bitkisinde yapilan bir ¢alismaya gore terpenoid indol alkaloid (TIA) yolaginda
transkripsiyonel regulator olarak gorev yapan ORCA3 geni ile jasmonik asitin yolak
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Sonugta jasmonik asitin fazla ifade edilen ORCA3 genine

kiyasla 5 kat daha fazla TIA yolagini aktive ettigi belirtilmistir (203).

Tiitiin bitkisi alkaloit, fenolik bilesikler ve terpenoitler gibi sekonder metabolitleri
iretebilmektedir. Metil jasmonat uygulamasi yapilan tiitiinde caffeoylputrescine, nicotine

ve diterpene glycosides gibi sekonder metabolitlerde 2-12,5 kat artis gézlenmistir (204)).

Tropane alkaloitlerinden olan scopolamine ve hyoscyamine tibda antikolinerjik olarak
kullanilir. Her iki alakaloitde Brugmansia candida bitkisinin koklerinde sentezlenir.
Alkaloitlerin agir1 miktarda sentezlenmesi i¢in bitkiye metil jasmonat uygulamasi
yapilmustir. Scopolamine {iiretiminde yaklasik %1200 artis olurken, hyoscyamine de bu
oran %30 olmustur (205). Benzer bir ¢alismada tiitiin bitkisinin yapraklarinda meydana
gelen yaralamanin Once siirgiin dokusundaki jasmonik asit seviyesini arttirdigini daha
sonra artan jasmonik asit miktariyla beraber kokte nikotin iiretiminin uyarildigi
bildirilmistir (206). Benzilizokinolin alkaloid yolaginda gérev alan CYP80B1 geninin metil
jasmonat uygulamasi sonucu hiicre kiiltiirii ortaminda arttig1 belirlenmistir (207). Jasmonik
asit sadece alkaloid sentezini degil aym1 zamanda bitkide miRNA ifade profilindede
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (208).
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Gliniimiize kadar yapilan bir ¢ok ¢alisma jasmonik asitin bitkinin savunma sisteminde rol
aldigim1 gostermistir. Elisitor olarak uygulalan metil jasmonatin birgok savunma genlerini
regiile ettigi ve ifade edilmesini uyardig1 bilinmektedir (209). Bunun yaninda abiyotik ve

biyotik stress kosullarinda yine jasmonik asitin sekonder metabolit mekanizmasini aktive

ettigi bildirilmistir (158, 161, 197, 202, 207, 210).

6.5. Sonug¢

Giliniimiize kadar bitkilerde ifade olan mIRNA’larin tanimlanmas: ve karakterizasyonu ile
ilgili pek ¢ok galigma yapilmistir. Morfin, kodein, tebain gibi insan sagligi i¢in ¢ok 6nemli
alkaloitlerin sentezlendigi hashas bitkisinde bu yonde bir ¢alisma yapilmamistir. Bu tez
calsmast bir ilk olmustur. Ayrica Tirkiye’de tam bir bitkinin miRNA profili ilk defa
¢ikartlmis ve bunun igin derinlemesine dizileme, miRNA mikroarrayi ve gRT-PCR

calismalar1 yapilmstir.

Hashas bitkisine ait kapsiil, govde, yaprak ve kok dokularinin RNA’lar1 izole edilerek, bu
RNA’lardan olusan bir RNA miksin derinlemesine dizileme ¢alismasi yapilmistir. Sonugcta
124 farkli aileye ait miRNA’lar tespit edilmistir. Ayrica 6 adet yeni miRNA saptanmuistir.
Ustelik bunlardan pso-miR13’iin 7-OMT gibi alkaloit senteziyle dogrudan iliskili bir geni

hedefledigide deneysel olarak bulunmustur.

Haghagtan alinan 4 farkli doku RNA’lar1 kullanilarak miRNA mikroarrayi yaptirilmigtir.
Toplam 28 miRNA ailesi tespit edilmistir. Dokulardaki ifade diizeyleri arasinda ciddi
farklilik goriilen bazi miRNA’lar (pso-miR156, pso-miR164 , pso-miR167,pso-miR319,
pso-miR474,pso-miR2919, pso-miR854, pso-miR1314, pso-miR1436, pso-miR397, pso-
miR529, pso-mir530, pso-miR2911, pso-miR166, pso-miR535, pso-miR172  pso-
miR396,pso-miR168, pso-miR171, pso-miR1148, pso-miR1858, pso-miR1450, pso-
miR1310, pso-miR160, pso-miR390, pso-miR2916, pso-mir395, pso-mirl59) segilerek
bu MiRNA’larin hedef genleri ile ifade diizeyleri iliskilendirilmistir.

Basta yeni buldugumuz miRNA’lar olmak iizere toplam 10 adet miRNA’nin (pso-miR535
hari¢) hedef genlerinin dokulardaki ifade diizeylerine qRT-PCR ile l¢iim yapilmistir (pso-
miR2, pso-miR3, pso-mir5, pso-miR7, pso-miR11, pso-miR13, pso-miR164, pso-miR159,
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pso-miR395). qRT-PCR ile oOl¢iimleri yapilan miRNA’lar ve hedef genlerin ifadeleri

iligkilendirilmistir.

MIiRNA’larin hedefledigi genleri modifiye 5S’RLM-RACE c¢alismasi ile tespit edilmeye
calistlmistir. Yeni tespit edilen miRNA’lar ve korunmus pso-miR535, pso-miR164, pso-
miR156/157 igin spesifik primerler tasarlanmistir. Sonugta pso-miR535’in LOX genini

hedefledigini deneysel olarak bulunmustur.

Hashas bitkisine farkli dokularda miRNA ifade diizeyi Ol¢iimleri yapilarak o6zellikle
latisfer hiicrelerini barindiran kapsiil ve sentezde rol alan gévde dokularinda ekspresyon
seviyeleri degisiklik gosteren miRNA’lar géz Oniine alinmistir. Bununla beraber, hashas
bitkisinde kiiciik RNA kiitiiphaneleri (SRNA) kurularak dizi analizleriyle ulasilan bazi
yeni MiRNA’lara ayrintili olarak biyoinformatik analizler yapilmistir. Alakolit sentezinde
rol oynadigi bilinen genleri hedeflemesi in silico analizler ile tahmin edilen bazi
MIRNA’lar belirlenerek deneysel yaklasimlarla desteklenmistir. Ayrica RLM-RACE
calismalar1 kapsaminda deneysel olarak LOX geni gibi alkaloit sentezinde rol alan bazi
genlerin spesifik mMiRNA’lar tarafindan hedeflenerek regiile ettirdigi  bulunmustur.
Dolayisiyla elde edilen bu bulgular karmasik ve bir¢ok genin birlikte ifade edilerek
katildig1 morfin sentezi mekanizmasina yeni bir yaklasim getirmistir. Calismalarin bu
kapsamda genisletilmesi ile alkaloit biyosentezi metabolik miihendisligi uygulamalari ile

miRNA regiilasyonu tlizeri nden yonlendirilebilir olacaktir.

Bundan sonra pso-miR408, pso-miR13, pso-miR535 ile COR, SAT ve TYDC genlerini
hedefleyen kiiclik RNA’larin alkaloit biyosentez mekanizmasiyla iliskilerinden dolay:
susturma ve/veya asir1 ifade ettirme deneyleri yapilarak, yada bu miRNA’larin regiile
etmek i¢in hedefledigi genler {izerinden manipiilasyonlar yapilarak alkaloit sentezi

yonlendirilebilecektir
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EKLER

EKZ1: Derinlemesine Dizilemede Bulunan miRNA Ailelerinin Olgun miRNA Dizileri

miRNA Ailesi Sekansi 5'-3"
miR535 TGACAACGAGAGAGAGCACGC
miR156 TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
miR166 TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
miR167 TGAAGCTGCCAGCATGATCTA
miR168 TCGCTTGGTGCAGGTCGGGAA
miR157 TTGACAGAAGATAGAGAGCAC
miR172 AGAATCTTGATGATGCTGCAT
miR164 TGGAGAAGCAGGGCACGTGCA
miR2911 GGCCGGGGGACGGATTGGGAAC
miR159 TTTGGTTTGAAGGGAGCT
miR408 ACAGGGACGAGGTTGAGCATG
miR780 TCAGCAGGAGTTGAGCAGGTA
miR2916 TGGGGGCTCGAAGACGATCAGA
miR2108 TTGAAGTGTTGTGTTTGTG
miR5225 TTCGCTGGAGAGATGCTACCA
miR6027 TGTGGATAGCAGAAGGATTTT
miR4351 TGGGATGTAGTTGGTGTTGAT
miR319 TTGGACTGAAGGGAGCTCCC
miR396 TTCCACAGCTTTCTTGAA
miR1439 ATTTTGAAACGGAGGGAGTAT
miR1037 ATGATTAGGATTTGATGG
miR390 AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC
miR2673 TGAGGAAGATGAAGAAGCCTC
miR1851 CGTACTGAGGAGGCATTTTGG
miR1089 AGATCCTCTAGGATGGTTG
miR1310 GGCATCGGGGGCGCAACGCC
miR5558 TAGGTTTAGAAATAGGAG
miR171 CGATTGAGCCGTGCCAATATC
miR530 TCTGCATTGGCACCTGCACCT
miR2628 CATGAAAGGATGATGAGG
miR827 TTAGATGATCATCAACAAACA
miR5205 CATCTAAATTGGAACGGAAGGAG
miR1514 TATTATGAAAATAGGCATG
miR894 CGTTTCACGTCAGGTTCACCA
miR160 GCGTGCGAGGAGCCAAGCATA
miR1511 AACCTGGCTCTGATACCA
miR1507 TTCATTCCATAGATCATCTAG
miR395 ATGAAGTGTTTGGAGGAA
miR4233 GGATTGGATGTGGATGAGGTAAAA
miR1850 ATTGTGGGTGAACTAGACGATGG
miR472 TTTCCGAGTCCGCCCATACC
miR1023 AGGGAATTGGAAAGAGTA
miR165 TCGGACCAGGCTTCCCCCC
miR1863 CTGCTCTGATACCATGTTAGAAT
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miR845 TCAAATGGTATCAGAGCTAG
miR393 TCCAAAGGGATCGCATTGTTT
miR1432 CCAGGAGAGATGATACAGACA
miR2948 ATGATGGGAGAAGTGGGCAAGAAT
miR1044 TGAGTGTATATTTGTATT

miR1312 TTTGGTAGAGAAAATGGCGCT
miR823 TTTGGTGATCAATTGGGA

miR2867 AAGGTGTGGGATCGGACATGGC
miR1114 AATGGGACAAAACATTGACGAAGG
miR397 TCATTGAGTGCAGCGTTGATG
miR1051 TGGCTTCAAGTGAACTGGGAGA
miR1852 TATGGATGCAGAATGCAGAGTA
miR2099 TCGGAATATGTGTTGGCAAGCTTT
miR2111 TCTTGGTTGAAGATTACT

miR2643 TTTGGGATCAAAATGAAGACGA
miR854 GATGATGATGAGGAGGAGGAGGAG
miR398 AGGTCATGAGAACACGGG

miR950 CTAGGTCCCGGTGGTTTT

miR1847 TGAATTTTGCAGTTGTGAC
miR1534 TATTTTGGGTAAAGACGTT
miR1106 TTTAAAAGATGTTAATGGGGA
miR901 GAAAGTGACGGCTAGGTT
miR4393 TGGAGAATATGACGGCAAGAAG
miR6466 TGAGGTAAGAGCATTTGGTGG
miR844 TAGTAAGATTGATTATAGT

miR835 TGATGAAGAACATATGAAAAAC
miR2119 CGAAAGGGGGTGTGGAGAG
miR845 CTAGCTCTGATACCATTTGATGGA
miR1533 ATAATAATAATAATAACG

miR5565 AAATGCAGGTATGTTGTT

miR2055 TTCCTGGGAAGGTGGTATG

miR829 TAGCTCTGATACCATTTGATGGAT
miR169 CAGCCAAGGATGACTTGCCGA
miR1153 TGGGCCATCGTACATTCAG

miR394 TTGGCATTCTGTCCACCTCC
miR1061 GAGAGTCAATGGAAAAAG
miR1862 AAGGATGGTTTATTTTCGAGGACG
miR528 TGGAAGGGGCATGCAGAGGAG
miR1223 TTAAGATTCATGCACCTTG
miR1146 ATAGCCAATCGGGAAGCT
miR5658 CATGATGAAGATGACGATGATCAT
miR1028 TCTCACATCTGCATTGCATCTC
miR1510 GAGAATTAGGTAAAACAGC
miR2931 TTATTGATGATGTAAATGAC
miR1152 TAGAAGGTGCGCTGTGCTG
miR1514 TAGGTTTGAAAATAGTAATT
miR399 TGCCAAAGGAGACTTGCCCGG
miR1881 TGATGTTATTTGTAGGTGGTGGTG
miR158 TCCCAAATGTAGACAAAGCA
miR1150 TCGCGGCGACTGGGGCGGT
miR860 TCGAATGATTGGACTATGGA
miR855 AGGTAAAAGTAAGGAAAAGAGCAA
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miR5181 TTCAGATCCATCAAAAGTTA
miR2411 TGTATTGAGAGACCGTTAGATGCA
miR2092 CAATTGAAGTCGGAGTTAC
miR1850 TGAATGTTGGGAAATCGGTCAGAA
miR2615 TGGATTGTATTTTAAGAGGC
miR1508 TCTAAAAAGGGAAATACGTG
miR1040 TGATACGCAAATCAACATGTA
miR2091 AACATTCCCACCTAGGCTTG
miR2636 TTTGGTTAGTTTGCGATGT

miR2634 TTGATTTTGAGTTTGTTCTTC
miR161 TTGAAAGTGACTACATCGGGG
miR2097 AAGAGATGGGACGGGTCAGGAGAG
miR1314 TCGACCTCGAATGTTAGGAGAA
miR473 GAAGCTTCGTGGGAGAGTGA
miR1867 TTTTTTTTTTAGCAGAGGGATT
miR1080 TTCATCTGCAATCACCTCT

miR1433 GCAAGTCTCCTCGGCTAG

miR1217 TGGATCATGTTGCATATATGATGC
miR912 TGGATTGATCCCAGCCAGGCG
miR415 AGACGAGAGCAGAAACAGAAATG
miR2275 TTTGGTTTCCTCCAACGTCTCA
miR1070 ATCGGTTGTCAGTAAAACTTGCAT
miR2936 CTTGGAGAGAAAGAACAACAACGG
miR162 TCGATAAACCTCTGCATCCAG
miR6434 TTTATTGATAATGCGTACATAGAT
miR426 TCTTTGGAAATTCGTCCTACT
miR1154 ACTTAGTCATCCCAAGGCGTG
miR820 TCGGCCTCGTGGATGGACCAGGA

134




EK2: Derinlemesine Dizileme Sonucu Bulunan Bazi Korunmus miRNA’larin Pre-miRNA Dizileri

miRNA Pre- MFE Pre-miRNA Dizisi
Adi miRNA
Uzunlugu | (keal/
mol)
pso- 204 -59,1 TGATATGTTGTTGACAGAAGATAGAGAGCACAGATGATGATATGCAAAAACTCATCATCATTATCATTGTTATCAATACTATTCTTTGTTTTTTAGGGTTT
miR157 AGAAATTTGGAGAGAGACATTATCATTATTATGCATTTCACTCCATTTGTGCTCTCTATGCTTCTGTCATCACTCTCTTCACCCCTTCCTTTTATATATATCC
180 -56,4 CTGTGCGTGATGACAGAAGATAGAGAGCACAACCCGAATCCTCGGGCGAAGTATCGGTGGTCACTGGTTTCTGGTTGTCCACCTCACTACCCTGAGAG
ATTACATTAGGAAGTTGCTGATTGAAAGACAGCTGAGAAGAAACTATTTGCTTGCTTTGTCTTTTGCCATTTTTATGCAGGA
107 -50,8 TTGATTGGTTGACAGAAGATAGAGAGCACAATTTATCATGCACAAGGGAGAACTTGTGTTTGAGCAGCTTTTGTGCTCTTATCTCTTCTGTCAACCAC
ATAAAAT
pso- 214 -74 GGTCCCTTCATCTGCATTTGCACCTGCACCTTATTCAACTTCTCTTTTCTTTCTCCACCAACATAGGAAAAGGGTTTTTTCTTTACTTTGAAATAACTTAATT
miR530 AGCCCTTTAAGTACTCTTTTAAGTACTCTTTCATGAATATGAAGAACGAAAAGGTGAGAGAAAAAAAGGATCAATGATCAAAGGTGCTGGTGCATTTG
CAGCTGAATGCCA
pso- TCAAGGAAGGTGACAGAAGAGAGGGAGCACACATAGTTATTTTCTTGCATGGCCGCTTATGCTAGATATTCTGTGTGCTTTCTCTCTCTCTGTCACCAGT
miR156 | 105 -51,7 CGTAA
TTGAAAGAGCTGACAGAAGAGAGTGAGCACACACTAAACCTAATTGTATGAGAAATTTTTCTTAAAAAAAGTTGAAAGTTCATACCTTTACTTAGTATG
137 -52,31 | TGCTCATTTCTCTTTCTGTCAGGCCCCTTCTCTTTCTT
TTGGATAATTTGACAGAAGAGAGTGAGCACCCAGAGGCAGTTGCTATAAAGTGTATATCAATACTTTTGCGTGCTCACTTCTCTCTCTGTCAGATTCGTT
113 -47,1 AAACGGATCCAGT
AATTAGGGGGTGACAGAAGAGAGGGAGCACACATAGTTGTTTTCTTGCATATGCAAAATATAATGTTGTGTTCATTCATTATTAACTTTCAATAAATGA
152 -60,4 TATCAATGCTCGAAGCTTTGTGTGCTCTCTATCTCTCTGTCACCCCTCTAACC
101 -54,2

AATTAGAAGTTGACAGAAGAGAGTGAGCACACAGAGGCTTTTGGTATAATAATATGCCATTGCTCTTGTGTGCTCACTTCTCTTTCTGTCAGTTTCCCTT
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G

GAGTAAGGGGAAGGGGGAGGTGACAGAAGAGAGTGAGCACATAAGGTAACTTTCTTGCATGTTAGGGTTCATGCTTGAAGCTTTATGTGCTTACTCT

129 -69,9 | CTATCTGTCACCCACCAAAATCTCTCTCTCTC
pso-
miR397 | 92 -34,25 | TGAAGATACGTCATTGAGTGCAGCGTTGATGTCAAACTTATTTCAAAATTCTAACTTTTCCCATCAGCGCTTCATTCAATCACGTTTCTTCC
pso- 97 -41,4 | CGTATCGTGTCTGATGTTGGAACGGTTCAATCAAATCAAATCTCCTATGAATTGGGTCTTTTAATTTGATTGAGCCGTGCCAATATCGACCATTGTC
miR171
TAGTTTACTTTGATATTGGCCCGGTTCACTCAGATAAATATGGTATTAGATACGTATTCATCATTTACGATATATTTGATTGAGCCGTGCCAATATCTCAG
107 -41,7 | TATACT
TTTGATTTTAACGGGATATTGGTGCGGTTCAATAAAAAGGTAATGCTCAAAATAAGCGTTGGGTTTTGCTTTTTGATTGAGCCGTGCCAATATCACGTGT
104 49,2 CAAC
TAGTTTACTTTGATATTGGCCCGGTTCACTCAGATAAATATGGTATTAGATACGTATTCATCATTTACGATATATTTGATTGAGCCGTGCCAATATCTCAG
107 -41,7 | TATACT
TTTGATTTTAACGGGATATTGGTGCGGTTCAATAAAAAGGTAATGCTCAAAATAAGCGTTGGGTTTTGCTTTTTGATTGAGCCGTGCCAATATCACGTGT
104 -49,2 | CAAC
pso- ACAGAATTTATTGGCATTCTGTCCACCTCCTCCACATATTAATTTATATTTATATATACATATATATATAATTTGTGTGTGTTTATTGTTATAATTAATGGTT
miR394 | 135 -50,5 | TGGAGGTGGGCATACTGCCAATTGAGTTCTCT
ATAGAGTTTATTGGCATTCTGTCCACCTCCCCTCCTTTCTTCAAATCTTTCTATTCAAATTTTTGTTATTCTTTAAAAGAAAAAATTGATTTATAATATTGGG
135 -44,13 | GGAGGTGGGCATACTGCCAACTGAGTTCTGTT
pso- AGAATCCTGCTGGAGAAGCAGGGCACGTGCATGGCACATGCCATATATACACAAACACATGATACACACACCCTCCACTGCACGTGCTCCCTTTCTCCA
mirl64 | 110 -36,7 | ACATGCCTCTC
CCGATCAGGATGGAGAAGCAGGGCACGTGCATTACTCACTCGTGGAAGTCCTAACACAACACCACCGGTGGCTGTGTCTGAGTGAGTGGGTTGTTCAT
124 -68 GTGCCCCTCTTCTCCATCCTGACCAC
231 63,15 | AAGAGCAAGATGGAGAAGCAGGGCACGTGCTTTACTAACTCATTTCCAATTCAAAAATCCCATCTTCTTTTTTTTCTTTTCTTTTTTTCCTAATGTTTGTTA

AGAAGTGATTTTGAAATTTGGAAGAAAAAAGGGTTTTTTTCTTTTTCAATGTATTTTTGAGTTAGTTCTTCATGTGCCCCTCTTCACCATCCAGACCACTG
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CACCTTAATTAATGGAAACTTTGCTTCT

pso- TTTGAGAGGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTGATTTAATTTGCTGAATTCTCTTTTAATTTAGAGGTTTTTATAAAGCAATATTATTGAAATTAATAAGGC
miR167 AAAAATGGGCTCTCTTTTTTTTTTTTTAATGGATTTTGATATTATGGTTTTCAAGGGTTTTTTTATATTTGAAAATCAGGTCATTCTAGCAGCTTCAATCAC
207 -59,6 TCATT
CACCAGCAGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTAAACTTCTTCTTGCTCTTCACACAAGCCAAGGAAAGATCAGATCATATGGTAGCTTCACCTTTTGATGGT
101 -37,5 A
TTTGAGAGGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTGAGGAACGCTAAAACATTTGGTTAAAGATTGGTTTCTTCCATCAGGTCATCTTGCAGCTTCAATCACTCA
102 -45,6 AT
AAGGAAAAGGTGAAGCTGCCAGCATGATCTACCTCTGGTCTGCTAGCTTGAAAAGACAAAAGCGTAAAGATAAAGAGATTGATTCATACCAATTTCTT
158 -55,7 TTCTTCATCCATTGGTAACCCTAGTTAGGTCATGCTCTGACAGCCTCACTCCTTCCTA
CACTAGCTGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTGAATCTGAACCCTCCGCCGCCCCGATCTCACGTCGGTCCATCGGAATCGGATCATATTGGTAGCTTCATC
109 -47,1 TGCTCATGG
CACCAGCAGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTAAACTTCTTCTTGCTCTTCACACAAGCCAAGGAAAGATCAGATCATATGGTAGCTTCACCTTTTGATGGT
101 -37,5 A
pso- GGAATGGAGTTTGCTCCGAAATCTTCTTCTTTCTTTTCTTTTTTGTCAATCCTTTTGAAAGGAGAAGAAATAAAACTACATGTCAATGTCTTTTTCTTTCAT
miR166 TATTTTTCAAGTTTTCTTTCTTGCTTTCTTCAAAATTGTTATTCTATGTTGTTTTTTTCCCTAACTAAAAGTAGTCTTCTTCTTCTTCGTATTTGAAAAGTTTG
277 -66,7 TTGGTGTTGATTGAACGGAAAAAATGATCTCGGACCAGGCTTCATTCCTCACACGTACCT
GTTGAAATTGTTGAGGGGAATGCTGTCTGGTTCGAGACCGTTTGTTGGATATCGTCGTTGTTTCCATGATGGGAACGATCTCGGACCAGGCTTCATTCC
111 -53 CCCCAACTCGAA
TTTCTTTTGAGGGGAATGTTGTCTGGCTCGAGGACACTTGTTCTTTTTCATCCATTTCTTGAATTCATTAGTGTCGTCGGACCAGGCTTCATTCCCCCCAA
107 -44,94 | TTGCCT
AATTTTGTTTGAGGGGAATGTTGTCTGGCTCGAGGTCACTTTTTTTTCTTCTCAAAAATCAATTCCATCTTTTATATATTTTGGTTTTAATTTCAAACAAAT
175 -50,61 | TTCGACGATCGACGAATTGATTCATTCAAAACCAAAGTGTCGTCGGACCAGGCTTCATTCCCCCCACAAATTT
275 -68,7 TTAGTGTCGTCGGACCAGGCTTCATTCCCCCCAATTAATTCTATCTCCTCCAACAAGAACAACAAGAACAATTACAGAAAAATACAATACCACAAAAGGT

TTGTATTTGTTTTTTTCTTTTTTTGTTTTAAATTTTGCATTCATATATAATTTTGTTATTTCTATTTTTGGTAAATGGATTTTATGAGCAGATAATGTTGTGTG
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TGTGTGTGTGCGTTGGAAGTGAACTTATTAAACATGGGGTGCTGCAGATTGGTATAATGATGAAGCTTTI

GAATAGTTGAGGGGAATGTTGTCTGGTGCGAGATCTTTCATTTCTTTTGAATTTTTGAAACCCTTAATTCAAATTACAACTCTTTACTTTTGAATGATTTC

130 -54,3 | GGACCAGGCTTCATTCCCCTCAACGCACA
pso- AAGTTAAGAAGAATCCTCTGAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCGTTGATTGAAGGCGGTTCCGTTTACGGGTTGGCGATTTCTCTATCGCGGCGCTATCC
miR390 | 131 -69,6 | ATCCTGAGTTTCACTGGTTCTTCTTGCTCTGCC
AGAGTCCGTTAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCGTCATCGTTTCGATTCACCTCCCTCGACATCATCATCTTATTATTTCTCGGCGCTATCCATCCTGAGTTT
112 -46,2 | CCCGGCTTCTT
AGAATCTGTTAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCACCGAATATAAAGAAAGATTACCGGAATATTCCTTCTCGTCGCCCTGCTTTCCGGCGCTATCTATCCT
116 -43,1 | GAGTTTCATGGCTTCTT
TTAGTATGGAAGAACCTGTAAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCAATTAATAGTACAAAATAATTTTCGTTCAAAGCTTCACACTTTGCTTTTTGTTAATGGC
140 -56,4 | GCTATCCATCCTGAGTTTCATAGCTTCTTCTTGCTCGGCT
pso- TAACACCGGCGGTCTCTAATTCGCTTGGTGCAGGTCGGGAACCGCTTCGCTCAGCCTACGGTTTACGTTTCTCGTTGGCCGGTCCTTCTTCATCTTCCTTT
miR168 CTTGTTCTTCTCTGCTTTTGTTTTTTTGCTTAATTTCTTTGCCGCTGTGCGGTGTTATGTTGTTGGAAAAATGTGTGGGCGAATTGGATCCCGCCTTGCATC
231 -82,7 | AACTGAATCGGAAACCGTGGTGAAGATT
AGTCATCGGCGCTCTCTAATTCGCTTGGTGCAGGTCGGGAACTGTTTCGCTTTTTGTTCATCATGATCTCTTGATTGTTGTTCTCTCTTTCAATTTCCTCTG
CGTTGTTCAGGGGAAATATATATATATGTGTGTGTGTGTGTAATCGAGCGAATTGGATCCCGCCTTGCATCAACTGAATCCGAGACAGCGATGAAGAT
201 71,7 | T
pso- 98 -37,11 | TGTTTGCTATTGCTGCATCTTCAAGATTCACAAGTTTTTTTCTTCTATTTTTGCTCCAAACCCCCTTGAGAATCTTGATGATGCTGCAGTGGCAATTA
miR172
GTTGGTTGCTGGTGTAGCATTATCAAGATTCACATTCAAATGTGTTGGGGCTACATTATTCCTGCACATTTCTTTGCAACTGAGAATCTTGATGATGCTG
113 -56 CATCGGCAATCAA
TAATTTGCTTGTGCGGCATCATCAAGATTCACAACAAAATAAGAATAAGAAAAAAAGGAAACCCTAATTTTATTTTTTGAGGATTGATTTGTTTTGAGGA
143 -51,3 | TGATTTTGATTGAGAATCTTGATGATGCTGCATTAGCAATAAC
pso- 98 -59,3 | GTGTGTATGTGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGTAGAGCGCATCGGAATCCGATGGGCCTCCGCAGATGGCGTATGAGGAGCCATGCATATATCTTA
miR160
123 -49

TTTATATATGCTTTCAATATGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGTAGAGCGCTCACCGTCATACCCGATGGCCTCCGCGCATGGCGTATGAGGAGCCAAG
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CATATCCATGTCTATATTTCCTA

TCATCGTAATGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGCAAAGCCCATCATCTAAAAATAGGTGGCCTTCTCGAATGGCATGCAAGGAGCCATGCATGTGTAA

101 -48,1 AT
pso- TTGTAAGGTTTCTCGGGTTTGAGAAACAAGGGAGCTCTCTTCAGTCCAGTCCAAGGCAGTTTTCTCGGTTGTTACTTAGCTGCTGACTCGTTGGCTCAAT
miR319 AACTGATCAACTGATATATTAGCTTGAACAATGATGTGTTTCTGAACCAACGATGCAGGAGCCAAGTTCAGCCATGGCTGTCACGTCTTGGACTGAAGG
217 -95,01 | GAGCTCCCTCACCTTCCA
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EK3: Derinlemesine Dizilemede Okunan Kiigiik RNA’larin Morfin Sentezinde Rol Oynayan Genlerle Ortiistiiriilmesi, Bu kii¢iik RNA’larin
Papaver EST lerinde Bulunmasi ve flgili miRNA’lar ve Hedefledigi Genlerin Tiim In Siliko Analizleri

Morfin senteziyle iliskili genler ve derinlemesine dizilemede okunan kii¢iik RNA’larin ortiistiiriilme sonuglart

miRNA | Target | Expect | UPE | miRNA_ | miRNA | Target_ | Target | miRNA_aligned_fragm | Target_aligned_fragme | Inhibiti | Target_ | multipl
_Acc. _Acc. ation start _end start _end ent nt on Desc. icity
(ktglik

RNA ID)

100025 3.0 186 |1 24 627 650 UUGGAAUUUUGAUUU | UCCUGAAAUGAAUCAA | Cleava 1
78 43 AUUUAGCGG AUUUCCAA ge

100225 3.0 779 |1 20 2247 2266 AAGAAGAAGGAAACUA | GUCUUAGUUUCUUUC | Cleava 1
58 2 AAAC AUCUU ge

100226 3.0 824 |1 20 1315 1334 AGCUAGAAGUAAGAC | GAUUCGUCUUGCUUC | Cleava 1
21 3 GAAUU UAAUU ge

t00230 3.0 851 |1 20 1341 1360 GAUGGAGGAGAAGAG | UUCGUCUCUUCUCCUC | Cleava 1
61 AAGAU UAUU ge

100240 3.0 156 |1 21 849 869 AUUUUUGUGAUUGUU | AAUUCCAACUAUUACA | Cleava 1
40 03 GGAUUU AAAGU ge

t00301 3.0 136 |1 20 673 692 AAAUGCGCUGUGGCU | GGAUUAGUUACUUCG | Transl 1
99 26 AAUCC CAUUU ation

t00330 3.0 170 |1 24 1767 1790 UUGAAUAUGGAUAGG | AGGAUUCGUUUCAUC | Cleava 1
52 99 AGGAAGGCU CAUAUUCAA ge

t00340 2.0 18T |1 22 630 651 AUUGGGACUUUGAUU | UGAAAUGAAUCAAAU Cleava 1
30 em GAUUUCG UUCCAAU ge
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t00415 2.0 20.2 21 1216 1235 UAUAGGCAGACUCCAU | UGGUUAUG- Cleava
34 5 AACCA AGUCUGCCUAUA ge
t00492 2.0 15.1 20 1108 1127 AAGAUAAUAAGAUGA | AGUAAUUAUCUUAUU | Cleava
33 48 CuUGCU AUUUU ge
t00608 3.0 12.6 20 1655 1674 UAGUCGUCAAGGAAG | CAGAACAUCCUUCACG | Cleava
40 87 UUCUG AUUG ge
t00690 3.0 15.3 20 904 923 UCCUUUAGAAAUAUG | GAUGCCAUAUUUAUG | Cleava
63 37 GCGUC AAGGU ge
t00713 2.0 7.57 20 1342 1361 UGAUGGAGGAGAAGA | UCGUCUCUUCUCCUCU | Cleava
47 8 GAAGA AUUA ge
t00754 3.0 16.0 23 1776 1798 UCUGGGUUUUGAAGU | UUCAUCCAUAUUCAAA | Cleava
75 12 UGGAUAAA ACUUAGA ge
t00761 3.0 10.5 22 73 94 GGUGUUGAUGAUGAG | UGUCUUACUCAUCAU | Cleava
03 96 GAAGGUG CAACAAC ge
t00129 | 4omt 2.0 14.5 20 298 317 UCAGGUGGAACGAGU | AAGAUACUUGGUACA | Transl
90 21 AUCUU CCUGA ation
t00351 | 4omt 2.0 12.5 24 1238 1261 AAGAAGAGAAAGGUA | UUUGUUUUUUCCCUU | Cleava
19 38 GAAAACAUA Uuuuuucuu ge
t00165 | 4omt 3.0 11.6 24 1245 1268 AAGGAAAAAGAAGAA | UUUCCCUUUUUUUUC | Cleava
14 17 GUUGGAGAA UuuUuuccuu ge
t00478 | 4omt 3.0 12.8 23 1242 1264 AGGAAGAAGAAAAAG | UUUUUUCCCUUUUUU | Cleava
82 27 GUGAAUGA Uucuuuuu ge
t00504 | 4omt 2.0 8.09 21 1238 1258 AAAAAAAGCGGAAAAA | UUUGUUUUUUCCCUU | Transl
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26 2 ACUAG Uuuuuuu ation
t00545 | 4omt 2.0 11.6 24 1245 1268 AAGGAGAAAGAGAAA | UUUCCCUUUUUUUUC | Cleava
58 17 GAGGGAGAG uuuuuccuu ge
t00581 | 4omt 3.0 12.2 21 1245 1265 GAGGAAGAAGAAAAA | UUUCCCUUUUUUUUC | Cleava
98 81 GGUGAA uuuuuc ge
t00597 | 4omt 2.0 15.0 21 298 318 UUCAGGUGGAACGAG | AAGAUACUUGGUACA | Transl
47 51 UAUCUU CCUGAA ation
t00605 | 4omt 3.0 21.N 20 139 158 CAGCAAAACCCUGGAU | UAUAAUCUAUGGUUU | Transl
89 is UCUG UGCUG ation
t00629 | 4omt 2.0 12.4 20 1244 1263 AAAAGAAGAAGAAGU | UUUUCCCUUUUUUUU | Cleava
59 61 GGAAA Ccuuuu ge
t00746 | 4omt 3.0 12.5 20 1242 1261 AGGAAGAAAGAGGGA | UUUUUUCCCUUUUUU | Cleava
78 38 GACAA Uucuu ge
t00750 | 4omt 3.0 12.2 24 1242 1265 GAGGAAGAAGAAAAA | UUUUUUCCCUUUUUU | Cleava
45 81 GGUGAAUGA uucuuuuuc ge
t00762 | 4omt 3.0 11.5 23 1245 1267 AGGAGAAAGAGAAAG | UUUCCCUUUUUUUUC | Cleava
09 81 AGGGAGAG uuuuuccu ge
t00753 | 4omt 3.0 12.8 23 1242 1264 GAAAGGAAACAAAAGG | UUUUUUCCCUUUUUU | Transl
30 27 AAAAUGA Uuucuuuuu ation
t00027 | 6bomt 3.0 08.A 20 328 347 AUUUGGAUGAGCGAG | UUUAACUCGAUCAUC | Transl
97 gu UUGAA AAAAU ation
t00563 | 6omt 2.0 13.6 20 373 392 AUGAAACCCGUGGUG | UCUGUCACCACUGGU | Transl
58 58 AUGGA UUUAU ation
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t00651 | 6omt 3.0 18.7 21 1272 1292 UCUGAAUUGUGUUGU | GUUCCUACAAAAUAAU | Transl
28 84 UGGGAU UCAGA ation
t00751 | 6omt 3.0 18.3 20 1274 1293 UUUUGAAAUAUGUUG | UCCUACAAAAUAAUUC | Cleava
19 57 UGGGA AGAA ge
t00769 | 6omt 3.0 8.46 24 320 343 AGAUGGUUGAGUUAA | CUCUAUAAUUUAACU | Cleava
89 7 AUUUUGGUG CGAUCAUCA ge
t00081 3.0 7.18 21 107 127 AGUAUAGAGGACAAC | AUCAAUGUUUUCCUU | Cleava
51 7 AUGGAU UAUAUU ge
t00133 3.0 6.32 21 102 122 AAAGGAAAACAUGGG | UCUCGAUCAAUGUUU | Cleava
76 ACGGGA uUcCcuuu ge
100209 3.0 6.32 21 102 122 AAAGGAAAACAUGGG | UCUCGAUCAAUGUUU | Cleava
29 ACGGGA UCCuuu ge
t00385 3.0 6.35 23 124 146 AGAAUGAUUGGGACA | UAUUAUUAUGUUCCA | Cleava
32 6 AAAGGUUG AUCAUUCU ge
t00407 3.0 6.20 19 88 107 UCGAGAAUUGACAG- UUCAAUCUGUCACUU | Cleava
04 4 UUGAA CUCGA ge
t00485 3.0 Haz. 20 107 126 GUAUAGAGGACAACA | AUCAAUGUUUUCCUU | Transl
19 31 UGGAU UAUAU ation
t00571 2.0 16.5 22 1398 1419 CAAUUCAAGGACGUCG | CCUAAGUGAAAUCCUU | Cleava
34 78 CUUAUG GAAUUG ge
t00595 3.0 111 21 1000 1020 UGUUUUGUAGACUGC | ACAAAUGCGGUCAACA | Transl
02 89 AUUGGU AGACA ation
t00478 3.0 14.7 20 219 238 CAUUGCGAGAUUUUG | UCUAAUAAAAUCUCGA | Cleava
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47 45 UUGGA GAUG ge
t00551 3.0 19.3 22 283 304 GAAGAGCAGGUGGAG | GAUCUUGUCCUCCCU | Transl
27 48 CAAGAGC GCUCuucC ation
t00726 3.0 15.5 20 351 370 AGUAUACCGGAUGGA | GAUACACCAUCCGGUA | Cleava
48 13 GUAUC AGCU ge
100201 2.0 14.0 21 35 55 UGUGGAUUUCUACGA | UUGUCUUCGUAGAAA | Cleava
20 33 GGAUAG UCCACU ge
t00225 3.0 16.2 20 1259 1278 AAUGGAGACAACAAGA | UUGUUUUUGUUGUCU | Cleava
44 46 AGAA GCAUU ge
100288 3.0 15.5 20 8 27 AUGAAAUGCAAGUUA | GAUUCUCUCUUGCAU | Cleava
53 2 GGGUC UUCAU ge
t00380 3.0 16.4 21 326 346 AAGAAUUCUGAUGGU | UGAAUUACCCUCAGAA | Cleava
69 85 UAUUGA Uucuu ge
t00382 3.0 16.6 23 22 44 ACGAAGACAGGAUUU | UUUCAUUUUAGUCUU | Cleava
40 86 AUAUGGAG GUCUUCGU ge
100412 3.0 15.5 20 7 26 UGGGAUGCGAGAGAG | AGAUUCUCUCUUGCA | Cleava
65 2 GAUCA UUUCA ge
t00451 3.0 09. 21 1278 1298 AAAAGAGAAGAAGAA | UUCUACUUUGUUUUU | Cleava
18 Mar GUGGAA uCuuuu ge
100480 3.0 16.5 20 1250 1269 AACAAAGACAAGCGAA | GGGUUUGGCUUGUUU | Cleava
73 58 AUCG UuGuUU ge
t00504 3.0 20.2 20 614 633 UGGCGUUGUCGUUUG | GUUGACAAACGUCGAC | Transl
21 22 UCGAG GCCA ation
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100529 2.0 9.94 23 1274 1296 AAGAAAGAAGAAAGU | GCAUUUCUACUUUGU | Transl
60 7 AGAGAUCC Uuuuucuu ation
t00531 3.0 16.5 21 1249 1269 AACACGAACAAGCCAA | GGGGUUUGGCUUGUU | Cleava
30 58 AUCUU uuuGuUU ge
100664 3.0 16.5 22 326 347 GAAGAAUUCUGAUGG | UGAAUUACCCUCAGAA | Cleava
41 7 UUAUUGA UUCUUA ge
t00665 3.0 9.79 20 1278 1297 AAAGAGAAGAAGAAG | UUCUACUUUGUUUUU | Transl
71 4 UGGAA ucuuu ation
t00757 3.0 16.4 20 326 345 AGAAUUCUGAUGGUU | UGAAUUACCCUCAGAA | Transl
09 07 AUUGA Uucu ation
t00775 2.0 10.5 23 35 57 UGUGUGGAUUUCUAC | UUGUCUUCGUAGAAA | Cleava
76 05 GAGGAUAG UCCACUUA ge
t00001 | tydc 3.0 12.1 24 253 276 UCUUUUUUUAUGUUA | GGCAUGGAAUAAUUU | Transl
99 01 UUuUCGUCCU AAAAGAAGA ation
t00009 | tydc 3.0 121 24 253 276 UCUUUUUUUAUGUUA | GGCAUGGAAUAAUUU | Transl
34 01 UUUCGUCCU AAAAGAAGA ation
t00068 | tydc 3.0 12.1 23 254 276 UCUUUUUUUAUGUUA | GCAUGGAAUAAUUUA | Transl
75 01 UUUCGUCC AAAGAAGA ation
t00072 | tydc 3.0 10.6 23 2809 2831 GUGGAUUUGGAGAGA | UUUUGGUCUCUCUCC | Cleava
64 61 CAUAAAGA AAAUUCAC ge
t00080 | tydc 3.0 10.8 24 2809 2832 AGUGGAUUUGGAGAG | UUUUGGUCUCUCUCC | Cleava
17 07 ACAUAAAGA AAAUUCACU ge
t00080 | tydc 3.0 9.89 21 1174 1194 AAGGAGAAGAAAAGA | UUAUUGUCUUUGCUU | Transl
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63 7 UGGUAG UuUCCuuU ation
t00082 | tydc 3.0 10.6 22 2809 2830 UGGAUUUGGAGAGAC | UUUUGGUCUCUCUCC | Cleava
66 23 AUAAAGA AAAUUCA ge
t00154 | tydc 3.0 12.1 24 253 276 UCUUUUUUUAUGUUA | GGCAUGGAAUAAUUU | Transl
04 01 UuUuUCGUCCU AAAAGAAGA ation
t00162 | tydc 3.0 18.1 22 1792 1813 AAGGAAGAAACAAGAA | AGUUUCUUCUUGUCA | Transl
66 65 GAAGUU Ccuuucuu ation
t00176 | tydc 3.0 9.95 20 2145 2164 UUGUGAAGACAGUGA | GCAUGUCGCUGUGUU | Cleava
69 5 CAUCC CGCAA ge
t00192 | tydc 3.0 14.8 23 3130 3152 UUGUAGAUAAUGUUU | ACUGGUCAAGGCAUU | Cleava
18 59 UGACUGGU AUCAACAA ge
t00209 | tydc 3.0 12.1 21 256 276 UCUUUUUUUAUGUUA | AUGGAAUAAUUUAAA | Transl
44 01 UUUCGU AGAAGA ation
100248 | tydc 3.0 15.3 20 2730 2749 AGCGGUUUUCUGUUG | GUGCACUACAGAAAGC | Cleava
91 66 UGCGU UGCU ge
t00330 | tydc 2.0 7.01 20 1187 1206 AGGAGAUUAAAGGAG | UUUUCCUUCUUUAGU | Cleava
29 3 GAAGA Cucuu ge
t00350 | tydc 3.0 17.1 21 1081 1101 CAGAGGAAGACACAAA | AAGGAUUUGUGUCUU | Cleava
55 32 UGAUU UCUUUG ge
t00354 | tydc 3.0 18.1 20 2559 2578 UGAUGAAAAGGUUGA | AAUCAUUUCUCUUUU | Cleava
94 01 UGAUU CAUCA ge
t00456 | tydc 3.0 9.96 24 3815 3838 ACGGUGGUUAGUGGU | AAUAUUCAUACUACUA | Cleava
26 1 AUGAAUAAU AUCAUCAU ge
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t00485 | tydc 3.0 16.7 21 2535 2555 GAAGCCUGAGCGUCU | UUGGCCAGAUGCUUA | Cleava
16 75 GGUCAA CGCuuC ge
t00502 | tydc 3.0 Eki.2 22 3420 3441 UCGACUGUUUAUUUC | UUUUUAGGAAAAAAA | Transl
74 7 AUAAAAG UAGUUGA ation
t00507 | tydc 3.0 144 21 1995 2015 CGUAGAUAUAAAAUG | UGCGUUCAUUAUAUA | Transl
58 58 AACGUG UCUAUA ation
t00509 | tydc 2.0 2.31 23 2053 2075 GAGAAAUGGUAUUGA | CACUAAACUCAAUACC | Cleava
82 6 UUUUAGGG AAUUCUC ge
t00527 | tydc 2.0 19.7 22 2552 2573 AAAAGAGUAGAGAUU | CUUCCCAAAUCAUUUC | Transl
61 56 UGGGAAG ucuuuu ation
t00538 | tydc 3.0 13.9 23 253 275 CUUUUUUUAUGUUAU | GGCAUGGAAUAAUUU | Transl
89 53 UUCGUCCU AAAAGAAG ation
t00567 | tydc 2.0 7.61 21 1187 1207 CAGGAGAUUAAAGGA | UUUUCCUUCUUUAGU | Cleava
07 4 GGAAGA CUCUUG ge
t00571 | tydc 3.0 12.9 20 2172 2191 UUUGGAUGGAUCUGG | UUGAUCCAGAUGAAU | Transl
76 67 AUCAA UCAGA ation
t00583 | tydc 3.0 10.8 23 2810 2832 AGUGGAUUUGGAGAG | UUUGGUCUCUCUCCA | Cleava
34 07 ACAUAAAG AAUUCACU ge
t00591 | tydc 3.0 19.5 20 223 242 UCUUCCAAGCUGAAG | ACAGACUUCAGUUUG | Cleava
00 48 UAUCU GAAGG ge
t00597 | tydc 3.0 17.4 21 1497 1517 UAAACUAGGGCUGUC | CCCAUUGAUAGUUCU | Cleava
46 39 AAUGGG AUUUUA ge
t00607 | tydc 2.0 7.05 22 1187 1208 ACAGGAGAUUAAAGG | UUUUCCUUCUUUAGU | Cleava
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75 7 AGGAAGA CUCUUGG ge
t00627 | tydc 3.0 12.7 22 3405 3426 CUAAAAAUGGCAGCAG | UUAAACCAGCUGCCAU | Cleava
20 19 GAUGAA UUUUAG ge
t00638 | tydc 3.0 19.5 20 223 242 UCUUCCAAGCUGAAG | ACAGACUUCAGUUUG | Cleava
70 48 UAUCU GAAGG ge
t00652 | tydc 3.0 13.9 23 253 275 CUUUUUUUAUGUUAU | GGCAUGGAAUAAUUU | Transl
81 53 UUCGUCCU AAAAGAAG ation
t00655 | tydc 3.0 11.9 21 3405 3425 UAAAAAUGGCAGCAG | UUAAACCAGCUGCCAU | Cleava
57 45 GAUGAA UUUUA ge
100662 | tydc 2.0 10.3 20 2309 2328 GUGGAUUCACGAUUG | CCGUACAAUCCUGAAU | Transl
87 75 UAAGG CCAU ation
t00712 | tydc 3.0 6.35 24 1182 1205 AGAGAUUAAUGGAGG | UUUGCUUUUCCUUCU | Transl
95 2 AAUAGGGAA UUAGUCUCU ation
t00721 | tydc 3.0 l6.1 21 704 724 ACAUGUGGAACAUAU | GUUUCCAUGUGUUGC | Cleava
43 78 GGGGAC AUAUGU ge
t00734 | tydc 3.0 18.8 20 2552 2571 AAGAGUAGAGAUUUG | CUUCCCAAAUCAUUUC | Transl
12 17 GGAAG ucuu ation
t00756 | tydc 3.0 15.5 20 1495 1514 GAUAGAACAAUCGAU | CCCCCAUUGAUAGUUC | Transl
97 51 AGGGG UAUU ation
t00767 | tydc 3.0 11.2 24 2811 2834 AGAGUGGAUUUGGAG | UUGGUCUCUCUCCAA | Cleava
83 06 AGACAUAAA AUUCACUUC ge
t00769 | tydc 3.0 16.6 21 1150 1170 AGAUGGCUCAAGAAA | UAGGAUCAUUUUGGG | Cleava
43 84 AUCCUG CCAUCU ge
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t00771 | tydc 3.0 175 |1 20 1081 1100 AGAGGAAGACACAAAU | AAGGAUUUGUGUCUU | Cleava 1
97 48 GAUU uCuuu ge

Morfin sentezinde rol alan gen: 7-OMT

Bu geni hedefleyen ve derinlemesine dizilemede elde edilmis olan miRNA i¢in olgun ve pre miRNA dizileri :

ID: t0071347: UGAUGGAGGAGAAGAGAAGA (pso-miR13 olarak adlandiriimistir)
Pre-mi RNA dizisi :

GAUUAAUUUUCGAAUCGCUGAUUAAUCGAAGACGAUGAAAUUUCCAGUUUUAAUGGAGGUUACAGTUGAUGGAGGAGAAGA
GAAGAUGAAGAAUAAGAUGAAAAAAACUGAUUUGCUUUUCTGAUUCAUUAGGUUUUAAAAAAAAUUGAUUUGAUUUUG

Papaver EST Sonucu

Stem_S068 F02.SEQ Opium poppy stem cDNA library Papaver somniferum cDNA, mRNA sequence
GenBank: FG611104.1

EST GenBank

>gi11189452807 |gb|FG611104.1FG611104 stem S068 F02.SEQ Opium poppy stem cDNA library Papaver somniferum cDNA, mRNA
sequence

AAATGCTAGATACCAACCGTAACTCAGTTACGGTTGGTAAATAAAAATGGTTGCCAACCGTAACTGAAGA

AAATTTTCAGATATAAGAACATACGGTTGGTAATTGAACTATTACCAACCGTAACAACATCAAATTCTGC

149



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/189452807?report=est
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/189452807?report=genbank

AGTTACGGTTCGTAATAGAGTTAAAATCAACCGTAGCTCACATAAACCTAGAAATTTGAATTTCAATTTT
CACCTAAAATCCTAATTTCTGATAGAAATTAAACTTAAATCGAACAAAATAAACTAAACCCTAACTGGGT
TTTCCATAATATACCTCATATAAGTTATTACAGTTGATTAATTTTCGAATCGCTGATTAATCGAAGACGA
TGAAATTTCCAGTTTTAATGGAGGTTACAGTHCATCCACCACAACACARGATGAAGAATAAGATGAAAAA
AACTGATTTGCTTTTTTCTGATTCATTAGGTTTTAAAAAAAATTGATTTGATTTTGGTTGATTTAAGGTG
AAAAGAGTAATCTAGTCAATTTACATCCCCTTTAGGACATCCCCTAACCAATTAAAGGGACATTACTATC
ACAGTGCCGCCCCTCTACTAAATCATGCCGCCCCTATACCAAGGTTGAAAATAAAATGCATAATAAAAAC
TGATACTCCAACTCATAGTTATTTCTGAACAATAGAGGATAAACACTAAACATGCTATTTAATTGGCATC
TAATCCCAACTCAGTCAATATATATACCTCATCGTCAAGAAAAAATTCCATCTACTTAGAAAGGCTAGTG
TTTATTCTAAATTGTTCCAAAATCTCTAAAAGTTGGAGTTTTGATATGCAAATATCCAAAATAAGAAAAT
AAAGATAAAAGACTTGAGAAATAAAAAGATAGAGATAGATACACAAAATCAGTGGGTTTCCTCCCATTTA
GCGCCTGGTTTAAAGTCGTCATCCCGACTTGCAAGACGAATTCCCCATAGACCAATAGTCTGAAAAGTTG
GGGATCCACCCATAGAACATGTTTTGCAAATAGTAACTTCACACAAACATTAGTACAATAATCAAAAGTA
GCTATAGCCCAATAGAAGTTTCCCCCACGCTTAGTCTTTTATACACTGAGTGTATAAAGAACCATAAAAT
CAGGACTTCTTGGTTCCTTCTTTACAACATACAGGATGGATCAGT TTCAATGTGAATAAGGAAAACAAGT
CATTTCAACAAATATTTCTCCGAAACCAAATACC

Sari renkli bdlge pre-miRNA dizisi

- renkli bdlge olgun miRNA dizisi

psRNA Target sonucu bu miRNA’nin 7-OMT ‘yi hedeflemesi
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miRNA Acc. Target Acc.  Expectation (E Target Accessibility (UPE] Alignment Target Description Inhibition ~ Multiplicity

miRNA 20 URGRAGAGRAGAGGAGGUAG 1

GAUGGAGGAGAAGAGAAGAU Jomt 30 751 :
Target 1341 UUCGUCUCUUCUCCUCURUU 1360

Cleavage 1

Bu miRNA’nin hedefledigi diger genler ve bu genlerin BLAST ve Gene Onthology (GO) sonuglar1 asagidaki tabloda gosterilmistir.

Sequence name seq description | length #h@ min. eValue | sim mean |[#G0s GO IDs Enzyme InterPro
laccase-like protein P:lignin catabolic process; Cendomembrane -
system; P:oxidation reduction; C:apoplast;
F:laccase activity; F-oxidoreductase activity;
1 UniRef100_QOLF.. 1884 |20 |0,0ED 76.7% 11 Fcopperion binding; Prresponse to copper |-
ion; Pvegetative to reproductive phase
transition of meristem; F-metal ion binding;
F:L-ascorbate oxidase activity

=]

kinesin family [F:ATP binding; P:frichome morphogenesis; -
member 2 24 C:Golgi stack; Emicrotubule motor activity;
2 TC391734 3049 |20 |0,0ED 51.35% g C:microtubule; Cplasma membrang; -
F:nuclectide binding; P:microtubule-based
movement
laccase 8 Fmolecular_function; P:biological_process; -

C:cellular_component, C:endomembrane
system; Piresponse to copper ion;
C:apoplast Pvegetative to reproductive

3 TC3615718 4780 (20 |(0,0EO0 80.95% 14 |phase transition of meristem; Elaccase F
activity; P:lignin catabolic process; P:oxidation
reduction; F-oxidoreductase activity; F-copper
ion binding; Emetal ion binding;
F.L-ascorbate oxidase activity

laccase 5 C:endomembrane system; P-response to -
copper ion; C:apoplast, Flaccase activity;
F-metal ion binding; P:lignin catabolic
process; P-oxidation reduction;
F:oxidoreductase activity; F-copper ion
binding; F:L-ascorbate oxidase activity
casp-like protein | 00 oo |5 0E115 a5 95% ,  Emolecular_function; C:membrane; _ -
|at2g36330-like ! C:plasma membrane; P:biological_process

] |4 TC364549 1782 (20 |0,0EQ 86.7% 10

5  [TC373zid

Morfin sentezinde rol alan gen: TYDC
Bu geni hedefleyen derinlemesine dizileme ile elde edilmis olan miRNA i¢in olgun dizisi :

ID: t0015404: UCUUUUUUUAUGUUAUUUCGUCCU
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psRNA Target sonucu bu miRNA’nin TYDC genini hedeflemesi

Batch Download PrevPage NextPaze PageNo.1/Total | Pages, 1 Records
miRNA Acc. Target Acc. E ion (E) Target A ibility (UPE) Alignment Target Description Inhibition Multiplicity

miRNA 24 UCCUGCUUUAUUGUAUUUUUUUCT 1
10015404 tyde 30 12101 L1oT..iiii.oziiiiLoini: Translation 1
Target 253 GGCAUGGARUARUUUARRAGAAGA 276

PAPAVER EST Sonucu
PF_T3 32R_D11 07AUG2003_089 Opium poppy root cDNA library Papaver somniferum cDNA, mRNA sequence
GenBank: FG602059.1

EST GenBank

>gi189446551|gb|FG602059.1[FG602059 PF T3 32R D11 07AUG2003 089 Opium poppy root cDNA library Papaver somniferum
cDNA, mRNA sequence

CGCTGCATCAATCGGGGATACACAATAGAAGGAATTGTTCTATTTCCAAACTTCACCTTCAAGAAGCGTA
GATTTTTTTAAGGTTTATTTCAATAAACGCGTTTCGTTTTATACCGAATCCAACCCTGCGTGCCTTTACT
CGTAAGACAGAGAACACTAAATAGAATCAAATCACACCATCTCTATAATAGGTAAATGCCTCTTTTTCTC
CGGAAGTTGTCGGAATTATGCGTAATAAGATATTGGCCACAATTGAAGAGGTCTTATCAATAAAATTTCC
ATTTATCCGTGATCTAGGCATAGTTCGCAATCCATTCTATAATTCTTCTCATTACCTCGCATGGGAAAAG
AATCCCACAAACAAAGGAATTGTACAGGCGACGCGAAATAACATAAAAAAAGACTCGTTCTAAACATGAAATTA
ATATTTCCTACAGATTATGATAACTCGAGAAGTTTTTTATTGGATTATGATTCAAAGAAGGAAAAAGAAT
AGAATAATCGTTCTATGATCAAAATACCACCCCATCCGTTTTCATATTTCGAATTGTTAGAATCGGTTGG

TCGTACCTATACTGCAAAAATAAATATGAATGGCTCGCTATTGACCCGATTTCTGGGTCATAATCATAAA
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/189446551?report=est
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/189446551?report=genbank

ATTTTGTAGGAGAGATGGCCGAGTGGTTGAAGGCGTAGCATTGGAACTGCTATGTAGGCTTTTGTTTACC
GAGGGTTCGAATCCCTCTCTTTCCTTACCTTTGCCTAATTCAAGAGCGTTATTGACCACAATGGATCAAA

TAACAAACAAACAAGGAATAGGATTATTCCAAGAGGTAGACCTTTCTTGAAATGA

Bu miRNA’nin hedefledigi diger genler ve bu genlerin BLAST ve GO sonuglart agagidaki tabloda gésterilmistir.

| nr name seq description length |#hits| min. eValue | sim mean [#GOs| GO 1Ds Enzyme InterPro

act complex subunit ssrp1 C:FACT complex; P-vegetative to reproductive phase transition of meristem;

C:nuclear euchromatin, C:nucleus; Franscription factor activity, EDNA
lbinding; P-oxidation reduction; Foxidoreductase activity; F.2-alkenal

v/l \TC402551 12237 |20 |0,0ED 88.3% 15

: reductase activity, P:regulation of transcription, DNA-dependent, P:-DNA

replication; C:chromesome; Paresponse to DNA damage stimulus; P:DNA

repair, Prtranscription, DNA-dependent

cyclin-dependent kinase : protein binding; P-positive regulation of DNA replication;

inhibitor protein - cyclin-dependent protein kinase inhibitor activity, P-negative regulation of
3 TC377517 950 5 |16E-55 96.0% 13 (velin-dependent protein kinase activity, P_Ialera\ root development,
C:nucleus; Prresponse to abscisic acid stimulus; P:shoot development;
P:leaf development, P:lateral root morphogenesis; P.G1/S transition of
[mitotic cell cycle; Prlateral root formation; Pxcell cycle arrest

Morfin sentezinde rol alan gen: SAT

Bu geni hedefleyen derinlemesine dizileme ile elde edilmis olan miRNA i¢in olgun dizisi : ID: t0013376: AAAGGAAAACAUGGGACGGGA

psRNA Target sonucu bu miRNA’nin SAT genini hedeflemesi

Batch Download PrevPaze NexiPaze PageNo.l/Totall Pages, | Records
miRNA Acc. Target Acc. Expectation (E} Target Accessibility (UPE) Aliznment Target Description Inhibition Mulfiplicity
miRNA 21 AGGGCACGEUACAAAAGEARA 1
0013376 saT 30 632 fiszorozriziziziice Cleavage 1

Targer 102 UCUCGAUCAAUGUUUUCCUUT 122
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PAPAVER EST Sonucu
PF_T3_77R_A11_04SEP2003_095 Opium poppy root cDNA library Papaver somniferum cDNA, mRNA sequence
GenBank: FG605330.1

EST GenBank

>gi]189449717|gb|FG605330.1[FG605330 PF T3 77R_All 04SEP2003 095 Opium poppy root cDNA library Papaver somniferum
cDNA, mRNA sequence

TGCGCGGCGAACGGCAAGCCCGATTACCTCTTCCGTECCORCCOATCI T TCCH T GGGAAACACCCGTT
TGGTTCCTGTGTTGCCTACCTATCGAGAAGGTATCGATTTTGTCCCTCGCTTCTATTGCCTCTCGCCCGC
TCTTGGGTGTCGCGAGATGGTACTCGACAAGGGTCTCGTGTTCCCATTGTTTGGTGATATTTATTATCCC
GTTCTCATGGAGCACGAGATCTTTTTGTTCTCTTGGATGCCGATGATGCCATTGGGAGCTCGGAGTATTT
TCCGATCCCCAGAAAAACGATTTTCCAAAATCGACTGCTATCTTCTCCCTCCTGTTGTACGGTGAAATCC
CGACGACGGTCTGGGCCAGAAGATGGCGTCATTGAGGAATGCTACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATA
TGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTGTAAGTATGAACTAATTCAGACTGTGAAACTGCGAATGGC
TCATTAAATCAGTTATAGTTTGTTTGATGGTACTTGCTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAAT
ACGTGCAACAAACCCCGACTTCTGGAAGGGATGCATTTATTAGATAAAAGGTCGACGCGGGCTTTGCCCG
TTGCTCAGATGATTCATGATAACTTGACGGATCGCACGGCCTTTGTGCTGGCGACGCATCATTCAAATTT

CTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA
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nr sequence name seq length [#hits| min. eValue | sim mean [#GOs) GOIDs Enzyme InterPro
BE039512 phospholipase-like (pearll o2 g 1,6E-21 175.6% 5 [Emolecular_function; P:biological process; Ciplasma membrane; ; L r L
|4) family protein (Czcellular_component
lcart protein P:oxidation reduction; F-oxidoreductase activity, C:endoplasmic reficulum; F
[Eiiron ion binding; Fcatalytic activity P:fatty acid biosynthetic process;
iCintegral to c] P-outicle - Prwax
TC402034 12173 (20 |0,0E0 82.1% 17 |biosynthetic process; P-response to water deprivation; Pralkane -
biosynthetic process; P:defense response to fungus; Pidefense response
o bacterium; Faldehyde aciivity, C:endomembrane system;
P-aldehyde catabolic process
icert protein [P:oxidation reduction; F-oxidoreductase activity, C:endoplasmic reticulum; r
[E:iron ion binding; F catalytic activity; P-fatty acid biosynthetic pracess;
iCintegral to c] Poouticle - Prwax
NP041482 1815 (20 [0,0E0 [79.7% 17 |piosynthetic process; Presponse to water deprivation; Pialkane o
lbiosynthetic process; P-defense response to fungus; P:defense response
o bacterium; Faldehyde decarbonylase activity; C:endomembrane system;
P:aldehyde catabolic process
lcert protein IP-oxidation reduction; F-oxidoreduciase activity, C.endoplasmic reficulum, C
[E:iron ion binding; F catalytic activity; P-fatty acid biosynthetic pracess;
(C:integral to c: P:cuticle  Prwax
[TC362996 |2165 (20 |0,0E0 81.8% 17  |biosynthetic process; P-response to water deprivation; Pralkane o
lbiosynthetic process; P-defense respanse to fungus; P:defense respanse
o bacterium; Raldehyde decarbonylase activity; C:endomembrane system;
P-aldehyde catabolic process
rcasi7a0 lqlg3-1 s01 o sAE2r a7 55% 4 [cendomembrane system; Rlipid binding, P-lipid transport, C-cploplasmic | C
membrane-bounded vesicle
lprotein agamous-like 42 P-regulation of , DN,  C:chloroplast, C:nucleus; C
3 factor activity, P: , DN, 3
[RERED 2 | |2 D o IF-sequence-specific DNA binding; EDNA binding; F-2-alkenal reductase
lactivity; P-oxidation reduction; F: adtivity
lhypothetical protein IC:endomembrane system: olecular_function; P:biological_process r L
TC368012 O AL LTS 1386 |2 |4,6E-11 99.0% 3 -
[Arabidopsis lyrata subsp.
lyrata]
luncharacterized vacuolar IEmolecular_function, P-biological_pracess, G.membrane; C.cyloplasmic C
9 [TC367404 imembrane protein 1591 (20 [0.0E0 85.4% 14 Imembrane-bounded vesicle -
v
|spca7 spegs family of [Emalecular_function; C:spindle pole; Pimicrotubule cytoskeleton
spindle pole body erganization; C:microtubule organizing center; Eprotein histidine kinase
compaonent binding; P:GTP catabolic process; Fprotein binding; C:chloroplast thylakoid
membrane; Fclathrin binding; C:cell plate; Prejtokinesis by cell plate
TC386224 1166 |20 |15E-56 80.9% 23 formation; C:vacuolar membrane; Cvacuole; Ptrichome branching; -
C:microtubule; B GTP binding; P-cell plate formation involved in plant-type
cell wall biogenesis; P-embryonic development ending in seed dormancy;
P:xylem and phloem pattern formation; P:synaptic vesicle endocytosis;
[E.GTPase aclivity. C:plasma membrane; Fi binding
core-2 1-branching beta- [E:maolecular_function; P:biclegical_process; C:membraneg;
TC368477 fn-acetylglucosaminyltrans | 1478 20 |0,0E0 77.65% & [Facetylglucosaminyltransferase activity, C:cellular_component; -
ferase family protein C:mitochandrion

Morfin sentezinde rol alan gen: COR

Bu geni hedefleyen derinlemesine dizileme ile elde edilmis olan miRNA igin olgun dizileri :

ID: 10047847 CAUUGCGAGAUUUUGUUGGA
ID : 10055127 GAAGAGCAGGUGGAGCAAGAGC
ID: 10072648 AGUAUACCGGAUGGAGUAUC
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psRNA Target sonucu bu

Batch Download
‘miRNA Acc. Target Acc.
COR
0055127 COR
0072648 COR

Bu miRNA’larin hedefledigi diger genler ve bu genlerin BLAST ve GO sonuglari asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tareet

30 14745
30 19348
30 15513

miRNE

Tazgee

Targes

mi RNA’larin COR genini hedeflemesi

Alignment
20 ASGUUGTUUTAGAGCGUUAC 1

219 UCUAAUAAAAUCUCGAGAUG 238

22 CGAGRACGAGEUSGACGAGRAT 1

282 GATCUUGUCCUCCCUGCUCTUC 204

20 CUATGAGGUAGGCCAUADGA 1

351 GAUACACCAUCCGEURAGCT 370

PrevPase
Target Description

NemPase  PazeNo. 1/Totsl 1 Pazes, 3 Records
Inbibition Multiplicity
Clevaze. 1
Translarion 1
Clevage. 1

[vi| nr sequence name seq length |#hits| min_ eValue | sim mean [#GOs| GO IDs Enzyme InterPro
II-NBs-IT class disease Pdefense response; Fransmembrane receptor activity, P:apoptosis;
resistance protein 1 binding; F: activity, F-ATP binding;

TC381095 1044 |20 |2,3E-149 78.65% 12 [Cintrinsic to membrane; P:signal transduction; Prinnate immune
response; C:chloroplast; P:defense response to fungus;
54 binding
zinc ion binding protein Frregulation of transcription, DNA-dependant; Pranscription initiation;
[Ezinc ion binding; Ftranscription regulator activity; Ftranscription factor
Tearazss 2020120 [0.0EO 71:25% z jactivity, C:nucleus; FEDNA binding; Ptranscription, DNA-dependent;
E: -specific DNA binding
[TC394800 defensin-like protein 181|369 |20 |1,0E-93 85.35% 3 IC:er system; P:defense response; Emolecular_function -
I non-Itr retroglement 4344 |20 |00E0 52.35% s [FRNA-directed DNA polymerase actiity, ERNA binding; P-RNA-dependent |_
reverse DNA E activity
TCa74133 restricted tev movement 1 oz oy |4 ax 145 53.1% 5 [Fmolecular_unction; P-biological_process; C:cellular_component; N
Prresponse to virus; Esugar binding
fad-ninding and bbe (Cuer system; activity, Erelectron carrier
TCasEE0 domain-containing protein | oy |oy |y geg 34.7% qg  [2ctvity Ecataytic actiaty, EFAD binding; P-axidation reduction; C:cell wall
P:polar nucleus fusion; P-embryonic development ending in seed
ormancy; Erreticuline oxidase activity
lalanine-2-oxoglutarate Emolecular_function; P:biolagical_process; C:cellular_component;
aminotransferase 2 (C:peroxisome; C:plant-type cell wall; P-photorespiration; Presponse to
loxidative stress; Fgamma-glutamyltransferase activity, C:membrane;
(Cwacuole; Eglycine: an activity, F
activity, Fralanine-glyoxylat
TCa0805a 1388 |20 26655 52.45% g [ransaminase activty, C:apoplast, P-glutathione catabolic process; i
FL-alanine:2-oxoglutarate aminotransferase activity, C:chloroplast;
process; F1 1 synthase
activity, Etransferase activity, Fcatalytic activity,
P:1-aminocyclopropane-1-carboxylate biosynthetic process; B pyridoxal
phosphate binding; Ftransaminaze activity, Frtransferase activity,
ransferring groups; C: stroma
nak-ike serthr protein Fkinase activity, P:protein amino acid phasphorylation; C:plasma
TCa80114 kinase 2737 |20 |00E0 31.75% g [memorane; EATP binding: E-protein kinase activity, P-pnosphoryiation; i
¢ binding; Eprotein Kinase activity;
heat stress transcription Prregulation of transcription, DNA-dependent; C:nucleus; Etranscription
TCaTe421 actor c-1 1745 |20 [3,6E-120  [73.9% 6 ractor activity, FDNA binding; P:transcription, DNA-dependent; -
E: -specific DNA binding
heat siress franscrintion Prreaulation aftranscrintinn NNA-denandant Conuclans: Etranscrintion
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EK4 Derinlemesine Dizileme Sonucu Bulunan Yeni miRNA’larin Pre-miRNA Dizileri.
Sar1 isaretli bolgeler olgun miRNA sekanslari

miRNA pre-miRNA sekansi

pso-miR2 UUGUGGUAUAUUCCAUCUCUUGCACACUGGACAGCCGGCAGCCGUAGGAAGGUGGC
AGCUGGUGUGCAUGAGAUGGAAUACGCCAUUG

pso-miR3 AGAAGAAUCCUCUGAAGCUCAGGAGGGAUAGCGCCGUUGAUUGAAGGCGGUUCCG
UUUACGGGUUGGCGAUUUCUCUAUCGCGGCGCUAUCCAUCCUGAGUUUCACUGGUU
cuuc

GGAAGAACCUGUAAAGCUCAGGAGGGAUAGCGCCAAUUAAUAGUACAAAAUAAUU
UUCGUUCAAAGCUUCACACUUUGCUUUUUGUUAAUGGCGCUAUCCAUCCUGAGUUU
CAUAGCUUCUUC

GGAAGAACCUGUAAAGCUCAGGAGGGAUAGCGCCAAUUAAUAGUACAAAAUAAUU
UUCGUUCAAAGCUUCACACUUUGCUUUUUGUUAAUGGCGCUAUCCAUCCUGAGUUU
CAUAGCUUCUUC

pso-miR4 UCAGUCAUCGGCGCUCUCUAAUUCGCUUGGUGCAGGUCGGGAACUGUUUCGCUUUU
UGUUCAUCAUGAUCUCUUGAUUGUUGUUCUCUCUUUCAAUUUCCUCUGCGUUGUUC
AGGGGAAAUAUAUAUAUAUGUGUGUGUGUGUGUAAUCGAGCGAAUUGGAUCCCGC
CUUGCAUCAACUGAAUCCGAGACAGC

GGCGGUCUCUAAUUCGCUUGGUGCAGGUCGGGAACCGCUUCGCUCAGCCUACGGUU
UACGUUUCUCGUUGGCCGGUCCUUCUUCAUCUUCCUUUCUUGUUCUUCUCUGCUUU
UGUUUUUUUGCUUAAUUUCUUUGCCGCUGUGCGGUGUUAUGUUGUUGGAAAAAUG
UGUGGGCGAAUUGGAUCCCGCCUUGCAUCAACUGAAUCGGAAACCGU

pso-miR5 GGAAGGGGGAGGUGACAGAAGAGAGUGAGCACAUAAGGUAACUUUCUUGCAUGUU
AGGGUUCAUGCUUGAAGCUUUAUGUGCUUACUCUCUAUCUGUCACCCACCAAAAUC

pso-miR7 GUGUGUAUGUGCCUGGCUCCCUGUAUGCCAUUUGUAGAGCGCAUCGGAAUCCGAUG
GGCCUCCGCAGAUGGCGUAUGAGGAGCCAUGCAUAUAUCUUA

CUUUCAAUAUGCCUGGCUCCCUGUAUGCCAUUUGUAGAGCGCUCACCGUCAUACCC
GAUGGCCUCCGCGCAUGGCGUAUGAGGAGCCAAGCAUAUCCAUGU

UCAUCGUAAUGCCUGGCUCCCUGUAUGCCAUUUGCAAAGCCCAUCAUCUAAAAAUA
GGUGGCCUUCUCGAAUGGCAUGCAAGGAGCCAUGCAUGUGUAAAU

pso-miR1l | GAGGUUGAUGGGAAUGUUGUUUGGCUCGAGGUUCAUAUAUCAAACUAUAUAUCAA
CUUUUUUGGAUAAAGAAAAAGGGUUGUUGUUUGAUUGUUAAAUAUAUAAUCUCGG
ACCAGGCUUCAUUCCCGUCAACCAA

pso-miR13 | GATTAATTTTCGAATCGCTGATTAATCGAAGACGATGAAATTTCCAGTTTTAATGGAG
GTTACAGTTGATGGAGGAGAAGAGAAGATGAAGAATAAGATGAAAAAAACTGATTTG
CTTTTTTCTGATTCATTAGGTTTTAAAAAAAATTGATTTGATTTTG
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EKS5: Tiim Hashas miRNA Mikroarray Sonuglari
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p< 0,01 olan biitiin 6rneklerin karsilastirmali olarak analiz edildigi ANOVA sonuglar1

verilmistir.
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Sekil 1 Sinyal giicti 32 den biiyiik olan biitiin miRNA’lar {izerinde yapilan klaster analizi.
Hashas bitkisinde 4 farkli dokuya ait miRNA’larin mikroarray analizleri (p<0.01). Sagdaki
sekil yakinlastirilmig goriintii.
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Sekil 2. Biitiin miRNA’larin farkli doku 6rneklerinde ifade diizeyleri dagiliminin klaster
analizi. Bu farkli dokulardaki miRNA ifade profilleri arasindaki benzerlikler verilmistir

Cizelge 1. Hashas bitkisi 4 farkli dokuda miRNA mikroarray sonuglari

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
yaprak kapsiil Govde Kok
No. Prob ismi p-value ortalama ortalama ortalama Ortalama

194 | aly-miR396a* 1.30E-07 59 508 313 5,816
643 | ghr-miR156¢ 4.14E-07 335 4,045 97 689
637 | far-miR164a 4.39E-07 2,755 12,823 6,537 477
1797 | vvi-miR396a 5.13E-07 5,724 1,248 3,424 10,188
1553 | ptc-miR167h 7.84E-07 3,838 6,741 251 20
1039 | osa-miR167d 8.41E-07 5,035 8,138 610 109
728 | gma-miR319a 8.74E-07 341 2,653 1,992 1,695
5 | ahy-miR167-5p 1.03E-06 5,102 8,525 671 110
342 | agc-miR167 1.08E-06 1,195 3,558 90 10
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629 | csi-miR535 1.15E-06 8,683 877 2,702 4,892
499 | bna-miR167a 1.34E-06 3,159 5,095 238 49
87 | aly-miR167d 1.36E-06 4,288 6,515 501 96
184 | aly-miR395b 1.75E-06 46 524 196 38
1524 | pta-miR319 2.20E-06 168 1,735 1,492 894
1257 | osa-miR530-5p 2.38E-06 3,932 8 722 54
85 | aly-miR167c 2.73E-06 2,178 5,179 181 17
839 | hvu-miR1436 2.74E-06 121 1,932 352 515
1547 | ptc-miR156k 2.88E-06 155 2,933 70 314
627 | csi-miR530a 3.01E-06 4,169 14 871 53
1315 | peu-miR2911 3.03E-06 52,507 4,847 36,139 5,975
1318 | peu-miR2916 3.23E-06 191 761 121 1,226
82 | aly-miR167a 3.35E-06 4,668 7,923 684 124
859 | mtr-miR168 3.66E-06 2,463 1,544 2,259 482
1204 | osa-miR319a 4.11E-06 46 243 863 581
1732 | wi-miR156e 4.79E-06 147 2,847 42 378
1260 | osa-miR535 4.94E-06 19,836 4,615 10,541 20,910
132 | aly-miR319c 5.70E-06 798 3,700 2,844 2,585
1930 | zma-miR396a* 6.56E-06 89 697 470 7,735
1441 | ppt-miR167 6.94E-06 4,043 7,335 390 70
81 | aly-miR166g* 7.81E-06 1,758 1,014 544 3,382
193 | aly-miR396a 1.33E-05 952 83 777 4,518
1026 | osa-miR159f 1.36E-05 15,177 16,667 20,280 22,596
1040 | osa-miR168b 1.56E-05 2,174 1,428 2,320 582
1569 | ptc-miR319e 1.58E-05 1,011 3,609 2,824 3,103
1032 | osa-miR164e 1.77E-05 6,893 13,898 9,753 3,261
113 | aly-miR172a 1.82E-05 685 473 1,681 1,763
1190 | osa-miR2919 1.88E-05 228 2,177 468 825
129 | aly-miR319a 1.88E-05 210 1,563 1,320 1,197
1035 | osa-miR166i 1.96E-05 1,360 425 495 139
1454 | ppt-miR319c 2.11E-05 553 3,895 2,920 2,252
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497 | bna-miR156a 2.20E-05 743 4,990 226 2,026
1737 | vvi-miR167c 2.26E-05 3,107 5,033 201 28
1522 | pta-miR159c 2.26E-05 251 2,199 1,107 803
1551 | ptc-miR166n 2.47E-05 4,739 2,194 4,184 2,992
1030 | osa-miR164c 2.7T7E-05 5,685 13,080 8,504 2,700
1897 | zma-miR172b* 3.34E-05 532 132 1,033 1,106
356 | agc-miR535 3.44E-05 14,930 3,341 7,926 15,066
1620 | shi-miR156e 3.47E-05 543 4,229 173 1,463
1613 | rco-miR164d 3.48E-05 7,029 13,852 9,351 3,139
34 | aly-miR156g 3.49E-05 743 5,473 281 2,238
115 | aly-miR172b* 3.63E-05 551 136 1,206 1,368
1036 | osa-miR166k 3.80E-05 3,552 1,102 2,319 1,114
27 | aly-miR156a 4.16E-05 753 5,635 273 2,295
1846 | zma-miR164h 4.30E-05 1,972 8,177 3,361 230
362 | ath-miR165a 4.46E-05 2,714 907 2,315 878
1798 | wvi-miR396b 4.95E-05 6,024 1,538 4,493 12,040
38 | aly-miR157a 5.22E-05 613 506 228 180
1622 | shi-miR164c 5.35E-05 5,755 11,842 7,197 2,393
1031 | osa-miR164d 5.62E-05 5,658 10,598 6,402 2,701
1021 | osa-miR156l 6.79E-05 452 3,341 107 1,129
1606 | ptc-miR530a 7.27E-05 1,199 33 77 9
1548 | ptc-miR159 7.29E-05 119 672 289 167
735 | gma-miR396e 8.23E-05 9,207 3,424 8,163 20,337
487 | bdi-miR156 8.76E-05 6,650 3,407 784 2,690
73 | aly-miR165a 8.98E-05 3,688 1,679 4,132 1,782
1736 | vvi-miR166a 9.83E-05 7,894 3,433 7,292 5,792
1037 | osa-miR166m 1.12E-04 6,484 2,337 5,043 3,754
119 | aly-miR172e 1.16E-04 840 689 2,312 2,083
358 | ata-miR172 1.18E-04 1,110 800 2,828 2,795
42 | aly-miR157d 1.19E-04 529 483 226 142

174 | aly-miR390a* 1.29E-04 98 378 199 1,111
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730 | gma-miR390a-3p 1.67E-04 91 373 202 970
1033 | osa-miR166e 1.84E-04 2,766 955 2,329 971
1633 | shi-miR396e 1.97E-04 3,543 622 3,069 10,364
1771 | wvi-miR3630* 2.01E-04 101 729 37 106
1624 | shi-miR166k 2.06E-04 6,423 2,945 6,006 4,430
1645 | sly-miR319 2.09E-04 1,595 5,618 4,725 4,497
1034 | osa-miR166g 2.14E-04 6,189 2,544 5,466 3,999

364 | ath-miR172e 2.39E-04 547 355 1,128 1,126

340 | agc-miR159 3.07E-04 162 237 670 495
1552 | ptc-miR166p 3.65E-04 3,062 1,348 3,147 1,455

857 | mtr-miR166b 4.14E-04 6,611 2,733 5,297 4,896

638 | far-miR166 4.45E-04 912 70 235 174

461 | ath-miR854a 4.50E-04 69 504 64 70

76 | aly-miR166a 4.60E-04 4,774 1,814 4,013 2,590
1632 | shi-miR396d 4.76E-04 2,587 343 2,135 8,730
1704 | sof-miR168b 4.81E-04 980 682 1,112 182
1048 | osa-miR172c 4.90E-04 405 207 701 801
1520 | pta-miR159a 5.52E-04 938 3,380 2,048 2,053

71 | aly-miR164c 6.09E-04 5,237 10,567 6,303 2,536

116 | aly-miR172c 6.16E-04 462 214 790 937

89 | aly-miR168a 6.61E-04 6,412 3,227 5,255 4,048

68 | aly-miR164a 7.16E-04 5171 10,345 6,125 2,493
1568 | ptc-miR172i 7.18E-04 304 90 339 549

173 | aly-miR390a 7.21E-04 22 78 40 588
1306 | pab-miR395 7.65E-04 1,693 42 71 22
1693 | smo-miR156b 7.81E-04 608 473 212 163
1521 | pta-miR159b 7.95E-04 91 842 389 226
1549 | ptc-miR159f 8.00E-04 1,877 2,950 1,082 1,010

594 | crt-miR166a 8.54E-04 6,086 2,031 4,338 3,699
1621 | shi-miR159b 8.82E-04 6,042 9,445 7,206 7,840

631 | ctr-miR171 9.03E-04 513 270 306 376
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1629 | sbi-miR172b 9.05E-04 393 152 656 629
595 | crt-miR166b 9.75E-04 6,736 2,539 5,087 4,031
1623 | sbi-miR166a 1.03E-03 5,726 1,770 4,197 3,231
1211 | osa-miR3950 1.05E-03 791 4 27 6
1628 | sbi-miR172a 1.07E-03 611 354 1,143 1,349
841 | hvu-miR168-5p 1.21E-03 4,229 2,720 4,423 2,649
90 | aly-miR168a* 1.28E-03 1,269 596 1,113 1,208
1755 | wi-miR319g 1.35E-03 28 50 749 204
1440 | ppt-miR166m 1.44E-03 1217 191 415 246
1217 | osa-miR396f 1.52E-03 1,544 107 556 2,851
1546 | ptc-miR1450 1.80E-03 2,228 1,920 1,589 4,939
1209 | osa-miR395¢ 1.98E-03 534 7 14 3
192 | aly-miR395i 2.43E-03 1,290 25 37 14
1439 | ppt-miR166j 2.48E-03 3,466 1,096 2,510 1,332
1826 | zma-miR159¢ 4.14E-03 15,901 14,038 15,428 24,363
636 | far-miR159 4.43E-03 16,287 16,944 19,668 21,697
48 | aly-miR159a 6.63E-03 16,167 17,512 20,772 22,726
1733 | wi-miR156h 7.64E-03 77 548 29 91
715 | gma-miR167g 1,261 3,339 90 1
490 | bdi-miR171c 591 372 177 1
1025 | osa-miR159e 6,231 10,136 8,559 8,794
628 | csi-miR530b 550 1 44 4
50 | aly-miR159b 15,160 16,920 19,350 20,679
1515 | pta-miR1314 0 924 0 0
1024 | osa-miR159d 6,069 10,050 8,403 8,577
52 | aly-miR159c 5,991 10,750 9,021 7,791
1703 | sof-miR159 168 512 279 150
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Cizelge 2 Haghas bitkisinde 4 farkli dokuya ait miRNA’larin mikroarray analizleri

(p<0.01). Istatistiksel olarak anlamli fakat sinyal seviyeleri diisiik olan miRNA’lar.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
yaprak kapsiil govde Kok
No. Prob ismi p-value ortalama ortalama ortalama Ortalama

1888 | zma-miR171f 1.99E-07 380 97 93 13
505 | bna-miR397a 4.52E-07 15 97 7 0
77 | aly-miR166a* 7.23E-07 416 303 56 466
1631 | shi-miR395f 4.06E-06 87 77 96 6
641 | far-miR529 5.94E-06 452 17 45 85
1694 | smo-miR156¢ 7.38E-06 238 397 42 40
1130 | osa-miR2097-5p 9.42E-06 17 24 46 0
110 | aly-miR171b 9.74E-06 394 131 99 13
36 | aly-miR156h 1.30E-05 204 347 45 22
197 | aly-miR397a 1.37E-05 60 315 15 7
1729 | tae-miR167b 2.71E-05 68 90 18 0
639 | far-miR396 3.72E-05 10 3 35 96
1469 | ppt-miR529a 4.15E-05 265 21 34 47
186 | aly-miR395c 8.15E-05 31 447 183 14
1338 | ppt-miR1030a 1.34E-04 48 2 25 0
601 | csi-miR171a 1.75E-04 111 70 245 411
196 | aly-miR396b* 2.03E-04 31 131 47 9
1829 | zma-miR159g 2.08E-04 13 69 48 26
1570 | ptc-miR319i 2.53E-04 30 135 399 348
1443 | ppt-miR171b 2.60E-04 48 44 213 413
1753 | wi-miR2950 3.74E-04 45 37 45 216
729 | gma-miR319c 4.99E-04 24 101 203 191
1574 | ptc-miR397b 5.51E-04 41 232 10 11
1095 | osa-miR1867 5.59E-04 7 226 35 23
1909 | zma-miR319a* 6.09E-04 8 10 279 258
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202 | aly-miR398b 6.40E-04 34 39 7 50
1457 | ppt-miR390c 7.29E-04 19 67 39 397
1584 | ptc-miR474a 9.58E-04 5 127 65 33
710 | gma-miR156f 1.24E-03 56 82 31 39
354 | agc-miR529 1.36E-03 312 32 51 61
25 | ahy-miR398 1.53E-03 20 78 7 53
1 | ahy-miR156a 1.63E-03 65 88 34 62
1220 | osa-miR397b 1.84E-03 19 141 8 8
195 | aly-miR396b 2.06E-03 459 25 137 171
1208 | osa-miR395b 2.33E-03 50 64 91 13
1470 | ppt-miR529d 2.90E-03 220 19 37 49
1750 | wi-miR172b 3.14E-03 57 16 99 78
605 | csi-miR319 3.51E-03 9 24 378 121
1935 | zma-miR397a 3.53E-03 9 81 7 4
1307 | pab-miR397 4.03E-03 41 175 4 16
1213 | osa-miR395u 4.33E-03 14 46 81 7
503 | bna-miR171g 4.96E-03 71 33 88 53
1730 | tae-miR395h 5.54E-03 45 69 94 7
1697 | smo-miR171b 5.98E-03 217 21 34 20
1426 | ppt-miR1222d 6.20E-03 0 5 0 48
1566 | ptc-miR171K 7.11E-03 54 46 111 69
1659 | smo-miR1088-5p 7.49E-03 273 14 44 27
175 | aly-miR390b* 7.99E-03 16 83 58 273
1647 | sly-miR397 8.59E-03 27 252 9 16
1883 | zma-miR171b 8.80E-03 443 161 124 21
599 | csi-miR166a 8.97E-03 53 11 42 35
1472 | ppt-miR529g 9.08E-03 166 26 28 29
604 | csi-miR172c 9.26E-03 74 38 160 98
1749 | wi-miR172a 9.37E-03 202 57 234 263
1695 | smo-miR156d 9.42E-03 25 31 20 2
711 | gma-miR156g 101 92 40 0
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1434 | ppt-miR160b 30 41 68 80
606 | csi-miR393 65 49 18 5
1207 | osa-miR395a 24 75 102 15
1219 | osa-miR396g 78 16 79 113
1586 | ptc-miR474c 3 117 68 20
648 | ghr-miR2950 9 53 25 1
713 | gma-miR159c 7 12 36 3
813 | gma-miR4403 43 5 8 5
521 | cre-miR1148.1 20 73 103 7
11 | ahy-miR3511-5p 0 29 7 1
1696 | smo-miR171a 271 68 57 21
1072 | osa-miR1858a 17 14 49 7
1898 | zma-miR172c* 240 34 233 353
979 | mtr-miR2679a 1 0 58 0
1710 | tae-miR1121 5 35 0 0
603 | csi-miR172b 12 9 78 40
1795 | wi-miR39%4a 22 47 52 134
1435 | ppt-miR160c 21 12 24 38
1856 | zma-miR166n* 5 86 6 0
1630 | shi-miR172f 46 14 113 74
982 | mtr-miR395g 50 71 76 8
981 | mtr-miR395b 24 76 89 14
109 | aly-miR171a 79 83 123 75
1615 | rco-miR172 262 79 366 405
187 | aly-miR395d 37 85 83 14
1585 | ptc-miR474b 6 133 65 36
1614 | rco-miR171g 104 74 136 76
985 | mtr-miR399d 21 12 19 38
870 | mtr-miR171c 245 100 51 7
1420 | ppt-miR1219d 0 27 9 1
181 | aly-miR394a 28 38 37 83
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1341 | ppt-miR1030j 35 8 12 1
719 | gma-miR171a 296 79 62 2
858 | mtr-miR166d 5.37E-02 43 9 51 14
346 | agc-miR171f 5.51E-02 311 175 93 10

1388 | ppt-miR1064-5p 5.77E-02 0 57 0 3

35 | aly-miR156g* 6.69E-02 0 40 0 2

1748 | wi-miR171h 7.00E-02 14 14 66 40
731 | gma-miR390b 7.38E-02 11 19 14 71

1512 | pta-miR1310 7 54E-02 13 17 42 26
635 | far-miR156b 7.63E-02 51 60 29 57

1885 | zma-miR171c 7.71E-02 287 153 75 4

1101 | 0sa-miR1872 7.75E-02 2 4 51 0
338 | aly-miR869 8.02E-02 0 224 4 1
107 | aly-miR170 8.28E-02 44 12 14 1

1027 | osa-miR160e 8.30E-02 42 50 65 £l

640 | far-miR437 9.62E-02 0 69 2 2
983 | mtr-miR395h 9.72E-02 192 62 82 4

Sekil 3. Ug farkl bitki dokusunun Kapsiillere ait miRNA profillerinin yaprakla
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Cizelge 3 Kapsiil ve yaprak arasindaki miRNA ifade profilleri farklilig

Grup 1 Grup 2
yaprak kapsiil Log2 (G2/G1)
No. Prop ismi p-value ortalama ortalama

192 | aly-miR395i 4.44E-04 1,569 33 -5.59
857 | mtr-miR166b 8.30E-04 7,269 2,860 -1.35
1624 | sbi-miR166k 1.33E-03 6,566 3,028 -1.12
595 | crt-miR166b 1.98E-03 7,538 2,569 -1.55
1034 | osa-miR166g 2.13E-03 6,555 2,767 -1.24
1209 | osa-miR395c¢ 2.46E-03 439 14 -4.97
1037 | osa-miR166m 2.85E-03 7,292 2,452 -1.57
594 | crt-miR166a 2.86E-03 6,995 2,210 -1.66
356 | agc-miR535 4.74E-03 17,883 3,041 -2.56
1623 | sbi-miR166a 5.52E-03 6,379 2,166 -1.56
1736 | vvi-miR166a 6.47E-03 8,487 3,575 -1.25
629 | csi-miR535 8.60E-03 8,287 1,083 -2.94
1551 | ptc-miR166n 8.99E-03 4,664 2,100 -1.15
76 | aly-miR166a 9.73E-03 5,446 2,187 -1.32
1846 | zma-miR164h 1,261 10,187 3.01
1606 | ptc-miR530a 989 48 -4.35
1306 | pab-miR395 2,329 85 -4.77
1524 | pta-miR319 194 1,245 2.68
627 | csi-miR530a 4,973 45 -6.78
1211 | osa-miR3950 760 13 -5.82
1257 | osa-miR530-5p 4,973 36 -7.11
1260 | osa-miR535 27,791 4,385 -2.66
1628 | shi-miR172a 757 380 -0.99
1030 | osa-miR164c 5,897 14,519 1.30
1622 | shi-miR164c 5,712 13,513 1.24
1032 | osa-miR164e 7,170 15,170 1.08
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1315 | peu-miR2911 75,719 9,080 -3.06
1930 | zma-miR396a* 118 1,156 3.29
355 | aqc-miR530 335 12 -4.81
129 | aly-miR319a 286 1,194 2.06
1190 | osa-miR2919 455 2,175 2.26
1613 | rco-miR164d 7,212 15,302 1.09
1033 | osa-miR166e 2,551 907 -1.49
637 | far-miR164a 1,874 14,942 3.00
52 | aly-miR159c¢ 5,219 9,248 0.83
1031 | osa-miR164d 5,799 12,483 111
71 | aly-miR164c 5,639 12,640 1.16
68 | aly-miR164a 5,582 12,433 1.16
628 | csi-miR530b 342 7 -5.57
34 | aly-miR156g 1,373 4,744 1.79
1522 | pta-miR159c 400 1,632 2.03
116 | aly-miR172c 514 159 -1.69
27 | aly-miR156a 1,453 4,852 1.74
497 | bna-miR156a 1,327 4,256 1.68
1621 | shi-miR159b 5,056 8,260 0.71
1454 | ppt-miR319c 5.23E-02 819 3,070 1.91
362 | ath-miR165a 5.79E-02 2,375 1,032 -1.20
1023 | osa-miR159c 5.80E-02 4,940 8,198 0.73
38 | aly-miR157a 5.94E-02 822 434 -0.92
113 | aly-miR172a 6.00E-02 823 563 -0.55
184 | aly-miR395b 6.06E-02 43 509 3.58
1025 | osa-miR159 6.08E-02 5,481 8,632 0.66
839 | hvu-miR1436 6.40E-02 378 2,459 2.70
194 | aly-miR396a* 6.54E-02 80 748 3.22
728 | gma-miR319a 6.79E-02 582 2,217 1.93
1024 | osa-miR159d 7.23E-02 5,337 8,490 0.67
461 | ath-miR854a 7.24E-02 138 436 1.66

170




1569 | ptc-miR319e 7.43E-02 1,232 3,115 1.34
1520 | pta-miR159a 7.46E-02 1,045 2,655 1.34
1645 | sly-miR319 7.71E-02 2,006 4,749 1.24
132 | aly-miR319c 7.82E-02 1,078 3,047 1.50
1548 | ptc-miR159e 8.03E-02 56 360 2.67
364 | ath-miR172e 8.24E-02 588 362 -0.70
490 | bdi-miR171c 8.92E-02 601 199 -1.59
1036 | osa-miR166k 9.09E-02 2,877 974 -1.56
42 | aly-miR157d 9.52E-02 732 430 -0.77

Goreceli olarak miRNA’larin bir dokudaki ifade diizeyinin digerindekine gore azalmasi (-) ile

gosterilmistir.
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Sekil 4. Ug farkl1 bitki dokusunun gévdeye ait miRNA profillerinin yaprakla

karsilastirilmasi p<0.01.

aly-miR3951
osa-miR395¢
osa-miR3950
csi-miR530a
osa-miR530-5p
osa-miR395u
ppt-miR171hb
pta-miR319
osa-miR31%9a
pte-miR3191
vvi-miR394a
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Cizelge 4 Govde ve yaprak arasindaki miRNA ifade profilleri farkliligi

Grup 1 Grup 2
yaprak govde Log2 (G2/G1)
No. Prop ismi p-value ortalama ortalama

1204 | osa-miR319a 1.15E-04 55 790 3.86
1209 | osa-miR395¢ 8.60E-04 439 13 -5.12
1257 | osa-miR530-5p 1.17E-03 4,973 601 -3.05
627 | csi-miR530a 1.53E-03 4,973 748 -2.73
1211 | osa-miR3950 2.86E-03 760 20 -5.23
1524 | pta-miR319 4.89E-03 194 1,416 2.86
192 | aly-miR395i 5.34E-03 1,569 44 -5.17
629 | csi-miR535 8,287 2,066 -2.00
113 | aly-miR172a 823 2,431 1.56
356 | agc-miR535 17,883 7,327 -1.29
1306 | pab-miR395 2,329 109 -4.42
81 | aly-miR166g* 2,679 439 -2.61
595 | crt-miR166b 7,538 4,034 -0.90
364 | ath-miR172e 588 1,688 1.52
1606 | ptc-miR530a 989 58 -4.10
129 | aly-miR319a 286 1,380 2.27
1454 | ppt-miR319c 819 3,316 2.02
27 | aly-miR156a 1,453 259 -2.49
119 | aly-miR172e 1,251 3,473 147
628 | csi-miR530b 342 26 -3.71
497 | bna-miR156a 1,327 223 -2.57
490 | bdi-miR171c 601 89 -2.75
76 | aly-miR166a 5,446 3,055 -0.83
34 | aly-miR156g 1,373 258 -2.41
594 | crt-miR166a 5.07E-02 6,995 3,361 -1.06
1026 | osa-miR159f 5.23E-02 15,774 22,928 0.54
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87 | aly-miR167d 5.33E-02 4,572 183 -4.64
1039 | osa-miR167d 5.67E-02 5,209 220 -4.56
487 | bdi-miR156 5.72E-02 5,097 738 -2.79
85 | aly-miR167c 5.79E-02 1,709 66 -4.69
358 | ata-miR172 5.79E-02 1,683 4,269 1.34
1645 | sly-miR319 5.90E-02 2,006 5,302 1.40
1737 | wi-miR167c 5.95E-02 2,440 71 -5.11
5 | ahy-miR167-5p 6.01E-02 5,592 241 -4.54

82 | aly-miR167a 6.08E-02 5,447 246 -4.47
728 | gma-miR319a 6.09E-02 582 2,446 2.07
1620 | shi-miR156e 6.10E-02 1,072 151 -2.82
499 | bna-miR167a 6.53E-02 2,725 83 -5.04
1441 | ppt-miR167 6.62E-02 3,700 136 -4.77
715 | gma-miR167g 6.66E-02 750 33 -4.51
355 | agc-miR530 6.96E-02 335 31 -3.43
1623 | shi-miR166a 7.14E-02 6,379 2,934 -1.12
132 | aly-miR319c 7.33E-02 1,078 2,997 1.48
1260 | osa-miR535 7.34E-02 27,791 11,256 -1.30
1037 | osa-miR166m 7.34E-02 7,292 3,777 -0.95
1569 | ptc-miR319e 7.83E-02 1,232 3,016 1.29
857 | mtr-miR166b 8.20E-02 7,269 4,483 -0.70
342 | aqc-miR167 8.21E-02 798 32 -4.64
1755 | wvi-miR319g 9.06E-02 81 714 3.13
48 | aly-miR159a 9.15E-02 15,936 23,751 0.58
1732 | wvi-miR156e 9.53E-02 410 41 -3.32
1021 | osa-miR156l 9.54E-02 709 94 -2.91
1048 | osa-miR172c 9.59E-02 397 1,006 1.34
1553 | ptc-miR167h 9.62E-02 2,775 86 -5.02
636 | far-miR159 9.68E-02 15,125 22,811 0.59
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Goreceli olarak miRNA’larin bir dokudaki ifade diizeyinin digerindekine gore azalmasi (-)

ile gosterilmistir.
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aly-miR156a
c¢si-miRl71a
acqc-miR535
osa-miR31%a
zma-miR319a*

Sekil 5 Ug farkli bitki dokusunun govdeye ait miRNA profillerinin kapsiille
karsilastirilmast p<0.01.
Cizelge 5 Govde ve kapsiil arasindaki miRNA ifade profilleri farklilig:
Grup 1 Grup 2
kapsiil gbvde Log2 (G2/G1)
No. Reporter Name p-value Mean Mean
356 | agc-miR535 9.46E-04 3,041 7,327 1.27
1204 | osa-miR319a 1.90E-03 234 790 1.76
27 | aly-miR156a 7.08E-03 4,852 259 -4.23
1260 | osa-miR535 4,385 11,256 1.36
116 | aly-miR172c 159 1,039 2.71
839 | hvu-miR1436 2,459 362 -2.76
461 | ath-miR854a 436 86 -2.34
1846 | zma-miR164h 10,187 2,387 -2.09
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1620 | sbhi-miR156e 3,292 151 -4.44
113 | aly-miR172a 563 2,431 211
637 | far-miR164a 14,942 4,909 -1.61

1629 | shi-miR172b 197 1,020 2.37
358 | ata-miR172 946 4,269 217

1732 | wvi-miR156e 1,692 41 -5.36
364 | ath-miR172e 362 1,688 2.22

1547 | ptc-miR156k 1,917 83 -4.52
119 | aly-miR172e 819 3,473 2.08

1048 | osa-miR172c 154 1,006 2.70

34 | aly-miR156g 4,744 258 -4.20

1615 | rco-miR172 57 512 3.16
497 | bna-miR156a 4,256 223 -4.25

1755 | wvi-miR319g 107 714 2.74

85 | aly-miR167c 2,973 66 -5.49

1021 | osa-miR156l 2,356 94 -4.65

1628 | shi-miR172a 380 1,745 2.20
627 | csi-miR530a 45 748 4.05
715 | gma-miR167g 1,624 33 -5.63

1190 | osa-miR2919 2,175 652 -1.74

68 | aly-miR164a 12,433 5,792 -1.10
342 | aqc-miR167 1,845 32 -5.85
1257 | osa-miR530-5p 36 601 4.07
71 | aly-miR164c 12,640 6,085 -1.05

1031 | osa-miR164d 12,483 5,869 -1.09

1622 | shi-miR164c 13,513 6,771 -1.00
604 | csi-miR172c 14 280 4.30

81 | aly-miR166g* 2,095 439 -2.25
1749 | wvi-miR172a 5.10E-02 48 379 2.97
1315 | peu-miR2911 5.87E-02 9,080 55,542 2.61

87 | aly-miR167d 5.90E-02 5,076 183 -4.79
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1039 | osa-miR167d 6.10E-02 6,005 220 -4.77
1736 | vvi-miR166a 6.16E-02 3,575 6,651 0.90
82 | aly-miR167a 6.23E-02 6,418 246 -4.71
1568 | ptc-miR172i 6.42E-02 77 586 2.93
1026 | osa-miR159f 6.44E-02 15,509 22,928 0.56
5 | ahy-miR167-5p 6.48E-02 6,396 241 -4.73
1737 | wi-miR167c 6.52E-02 2,898 71 -5.36
629 | csi-miR535 6.67E-02 1,083 2,066 0.93
1930 | zma-miR396a* 7.12E-02 1,156 281 -2.04
1441 | ppt-miR167 7.15E-02 4,678 136 -5.11
595 | crt-miR166b 7.17E-02 2,569 4,034 0.65
499 | bna-miR167a 7.75E-02 3,053 83 -5.20
1030 | osa-miR164c 7.90E-02 14,519 8,145 -0.83
194 | aly-miR396a* 8.42E-02 748 180 -2.06
48 | aly-miR159a 9.06E-02 16,038 23,751 0.57
1032 | osa-miR164e 9.34E-02 15,170 9,315 -0.70
857 | mtr-miR166b 9.67E-02 2,860 4,483 0.65
487 | bdi-miR156 9.70E-02 2,589 738 -1.81
1624 | sbi-miR166k 9.88E-02 3,028 4,881 0.69

Goreceli olarak miRNA’larin bir dokudaki ifade diizeyinin digerindekine gore azalmasi (-)

ile gosterilmistir.

Kok ve yaprak arasindaki miRNA profil farklilig1 asagida verilmistir.
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aly-miR396a*
gma-miR319a
osa-miR319%a
bna-miRlé7a
aly-miR171b
pte-miR167h
shi-miR395f
tae-miR1E7h
far-miRlé4a
zma-miR171f

Sekil 6 Ug farkli bitki dokusunun gévdeye ait miRNA profillerinin kapsiille

karsilastirilmast p<0.01 (sapma gosteren 6rnekler analizde géz 6niinde bulundurulmustur).

Cizelge 6 Yaprak ve kok arasindaki miRNA ifade profilleri farklilig

Grup 1 Grup 2
yaprak kok Log2 (G2/G1)
No. Prop ismi p-value ortalama ortalama
1204 | osa-miR319a 2.52E-03 46 581 3.64
728 | gma-miR319a 4.43E-03 341 1,695 231
194 | aly-miR396a* 6.87E-03 59 5,816 6.63
499 | bna-miR167a 7.09E-03 3,159 49 -6.02
637 | far-miR164a 7.25E-03 2,755 477 -2.53
1553 | ptc-miR167h 8.03E-03 3,838 20 -7.56
1039 | osa-miR167d 5,035 109 -5.53
1606 | ptc-miR530a 1,199 9 -7.04
342 | aqc-miR167 1,195 10 -6.84
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87 | aly-miR167d 4,288 96 -5.48

5 | ahy-miR167-5p 5,102 110 -5.54
132 | aly-miR319c 798 2,585 1.69
1318 | peu-miR2916 191 1,226 2.68
1026 | osa-miR159f 15,177 22,596 0.57
1930 | zma-miR396a* 89 7,735 6.44
1633 | shi-miR396e 3,543 10,364 1.55
82 | aly-miR167a 4,668 124 -5.24
1315 | peu-miR2911 52,507 5,975 -3.14
627 | csi-miR530a 4,169 53 -6.30
629 | csi-miR535 8,683 4,892 -0.83
1040 | osa-miR168b 2,174 582 -1.90
636 | far-miR159 16,287 21,697 0.41
1441 | ppt-miR167 4,043 70 -5.84
859 | mtr-miR168 2,463 482 -2.35
38 | aly-miR157a 613 180 -1.77
85 | aly-miR167c 2,178 17 -7.02
174 | aly-miR390a* 98 1,111 3.50
113 | aly-miR172a 685 1,763 1.36
1524 | pta-miR319 168 894 241
1035 | osa-miR166i 1,360 139 -3.29
1257 | osa-miR530-5p 3,932 54 -6.18
1569 | ptc-miR319 1,011 3,103 1.62
839 | hvu-miR1436 121 515 2.09
81 | aly-miR166g* 1,758 3,382 0.94
89 | aly-miR168a 6,412 4,048 -0.66
115 | aly-miR172b* 551 1,368 131
1036 | osa-miR166k 3,552 1,114 -1.67
1704 | sof-miR168b 980 182 -2.43
73 | aly-miR165a 3,688 1,782 -1.05
1454 | ppt-miR319c 553 2,252 2.03
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1439 | ppt-miR166j 3,466 1,332 -1.38
340 | aqc-miR159 162 495 161
129 | aly-miR319a 210 1,197 251
193 | aly-miR396a 952 4,518 2.25

1737 | wi-miR167c 3,107 28 -6.81

1797 | wvi-miR396a 5,724 10,188 0.83
497 | bna-miR156a 743 2,026 1.45
643 | ghr-miR156¢ 335 689 1.04
730 | gma-miR390a-3p 91 970 3.42

1190 | osa-miR2919 228 825 1.86

1551 | ptc-miR166n 4,739 2,992 -0.66

1632 | shi-miR396d 2,587 8,730 1.75
362 | ath-miR165a 2,714 878 -1.63

1209 | osa-miR395c¢ 534 3 -7.34

68 | aly-miR164a 5,171 2,493 -1.05
42 | aly-miR157d 529 142 -1.90
1032 | osa-miR164e 6,893 3,261 -1.08
48 | aly-miR159a 16,167 22,726 0.49

1306 | pab-miR395 1,693 22 -6.29

1645 | sly-miR319 1,595 4,497 1.50

1033 | osa-miR166e 2,766 971 -1.51

1522 | pta-miR159c 251 803 1.68

1846 | zma-miR164h 1,972 230 -3.10

71 | aly-miR164c 5.17E-02 5,237 2,536 -1.05
173 | aly-miR390a 5.29E-02 22 588 4.73

1034 | osa-miR166g 5.32E-02 6,189 3,999 -0.63

1613 | rco-miR164d 5.38E-02 7,029 3,139 -1.16

1030 | osa-miR164c 5.55E-02 5,685 2,700 -1.07
358 | ata-miR172 5.65E-02 1,110 2,795 1.33

76 | aly-miR166a 5.75E-02 4,774 2,590 -0.88
119 | aly-miR172e 5.77E-02 840 2,083 131
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1552 | ptc-miR166p 5.82E-02 3,062 1,455 -1.07
841 | hvu-miR168-5p 6.01E-02 4,229 2,649 -0.67
1622 | shi-miR164c 6.11E-02 5,755 2,393 -1.27
1031 | osa-miR164d 6.23E-02 5,658 2,701 -1.07
1693 | smo-miR156b 6.34E-02 608 163 -1.90
1620 | shi-miR156e 6.50E-02 543 1,463 1.43
27 | aly-miR156a 6.57E-02 753 2,295 1.61
628 | csi-miR530b 6.60E-02 550 4 -6.96
1440 | ppt-miR166m 6.64E-02 1,217 246 -2.30
192 | aly-miR395i 6.72E-02 1,290 14 -6.52
34 | aly-miR156g 6.77E-02 743 2,238 1.59
364 | ath-miR172e 6.78E-02 547 1,126 1.04
1798 | vvi-miR396b 6.96E-02 6,024 12,040 1.00
487 | bdi-miR156 7.36E-02 6,650 2,690 -1.31
1520 | pta-miR159a 7.44E-02 938 2,053 1.13
1037 | osa-miR166m 7.45E-02 6,484 3,754 -0.79
1897 | zma-miR172b* 7.46E-02 532 1,106 1.05
1211 | osa-miR3950 7.65E-02 791 6 -7.12
1546 | ptc-miR1450 7.67E-02 2,228 4,939 1.15
1736 | vvi-miR166a 7.77E-02 7,894 5,792 -0.45
1048 | osa-miR172c 8.10E-02 405 801 0.98
735 | gma-miR396e 8.13E-02 9,207 20,337 1.14
1826 | zma-miR159e 8.28E-02 15,901 24,363 0.62
638 | far-miR166 8.40E-02 912 174 -2.39
1628 | shi-miR172a 8.64E-02 611 1,349 1.14
1629 | shi-miR172b 8.88E-02 393 629 0.68
857 | mtr-miR166b 8.92E-02 6,611 4,896 -0.43
50 | aly-miR159b 9.02E-02 15,160 20,679 0.45
631 | ctr-miR171 9.36E-02 513 376 -0.45
1623 | shi-miR166a 9.89E-02 5,726 3,231 -0.83
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aly-miR1lé7a
acqc-miR1E7

bna-miR167a
aly-miR395c
tae-miR1E7h

ahy-miR1E7-5p

osa-miR167d
bna-miR397a
far-miRlé64a
pte-miR167h
zma-miR171f
aly-miR396a*
aly-miR396a
osa-miR535

csl-miR535

vvi-miRZ2 950

vvi-miR396a
aly-miR17Za
osa-miR1E6m
vvi-miR396h
zma-1miR17Z2h*

Sekil 7 Ug farkli bitki dokusunun kéke ait miRNA profillerinin kapsiille karsilastiriimasi

p<0.01 (sapma gosteren drnekler analizde g6z 6niinde bulundurulmustur).

Cizelge 7 Kapsiil ve kok arasindaki miRNA ifade profilleri farklilig

Grup 1 Grup 2
kapsiil kok Log2 (G2/G1)
No. Prop ismi p-value ortalama ortalama
629 | csi-miR535 9.11E-04 877 4,892 2.48
1553 | ptc-miR167h 3.33E-03 6,741 20 -8.37
637 | far-miR164a 3.89E-03 12,823 477 -4.75
499 | bna-miR167a 4.37E-03 5,095 49 -6.71
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1797 | wvi-miR396a 5.75E-03 1,248 10,188 3.03
193 | aly-miR396a 6.60E-03 83 4,518 5.77
1897 | zma-miR172b* 6.72E-03 132 1,106 3.07
342 | agc-miR167 6.89E-03 3,558 10 -8.41
194 | aly-miR396a* 7.11E-03 508 5,816 3.52
1037 | osa-miR166m 8.25E-03 2,337 3,754 0.68
5 | ahy-miR167-5p 8.30E-03 8,525 110 -6.28

82 | aly-miR167a 8.31E-03 7,923 124 -6.00
1798 | wvi-miR396b 8.63E-03 1,538 12,040 297
1260 | osa-miR535 8.90E-03 4,615 20,910 2.18
1039 | osa-miR167d 9.05E-03 8,138 109 -6.22
113 | aly-miR172a 9.94E-03 473 1,763 1.90
1030 | osa-miR164c 13,080 2,700 -2.28
1031 | osa-miR164d 10,598 2,701 -1.97
87 | aly-miR167d 6,515 96 -6.08
735 | gma-miR396e 3,424 20,337 2.57
1026 | osa-miR159f 16,667 22,596 0.44
1622 | shi-miR164c 11,842 2,393 -2.31
859 | mtr-miR168 1,544 482 -1.68
1771 | wi-miR3630* 729 106 -2.79
116 | aly-miR172c 214 937 2.13
184 | aly-miR395b 524 38 -3.78
85 | aly-miR167c 5,179 17 -8.27
1032 | osa-miR164e 13,898 3,261 -2.09
1441 | ppt-miR167 7,335 70 -6.70
643 | ghr-miR156¢ 4,045 689 -2.55
1732 | wvi-miR156e 2,847 378 -2.91
38 | aly-miR157a 506 180 -1.49
356 | aqc-miR535 3,341 15,066 2.17
1547 | ptc-miR156k 2,933 314 -3.22
1548 | ptc-miR159e 672 167 -2.01
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1613 | rco-miR164d 13,852 3,139 -2.14
81 | aly-miR166g* 1,014 3,382 1.74
636 | far-miR159 16,944 21,697 0.36
1736 | vvi-miR166a 3,433 5,792 0.75
364 | ath-miR172e 355 1,126 1.66
839 | hvu-miR1436 1,932 515 -1.91
68 | aly-miR164a 10,345 2,493 -2.05
1633 | shi-miR396e 622 10,364 4.06
1846 | zma-miR164h 8,177 230 -5.15
1040 | osa-miR168b 1,428 582 -1.29
1737 | wi-miR167c 5,033 28 -7.51
1930 | zma-miR396a* 697 7,735 3.47
173 | aly-miR390a 78 588 291
1204 | osa-miR319a 243 581 1.26
115 | aly-miR172b* 136 1,368 3.33
1546 | ptc-miR1450 1,920 4,939 1.36
119 | aly-miR172e 689 2,083 1.60
728 | gma-miR319a 2,653 1,695 -0.65
71 | aly-miR164c 10,567 2,536 -2.06
358 | ata-miR172 800 2,795 1.80
497 | bna-miR156a 4,990 2,026 -1.30
1190 | osa-miR2919 2,177 825 -1.40
1021 | osa-miR156l 3,341 1,129 -1.57
461 | ath-miR854a 504 70 -2.84
1826 | zma-miR159¢ 14,038 24,363 0.80
1568 | ptc-miR172i 90 549 2.61
1632 | shi-miR396d 343 8,730 4.67
1522 | pta-miR159c 2,199 803 -1.45
1048 | osa-miR172c 207 801 1.95
1551 | ptc-miR166n 5.03E-02 2,194 2,992 0.45
1629 | shi-miR172b 5.50E-02 152 629 2.05
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1524 | pta-miR319 5.58E-02 1,735 894 -0.96
76 | aly-miR166a 5.66E-02 1,814 2,590 0.51
1217 | osa-miR396f 5.87E-02 107 2,851 4.74
1520 | pta-miR159a 5.91E-02 3,380 2,053 -0.72
1318 | peu-miR2916 5.94E-02 761 1,226 0.69
1620 | shi-miR156e 6.34E-02 4,229 1,463 -1.53
1454 | ppt-miR319c 6.52E-02 3,895 2,252 -0.79
1704 | sof-miR168b 6.53E-02 682 182 -1.91
1624 | sbi-miR166k 6.75E-02 2,945 4,430 0.59
1549 | ptc-miR159f 6.78E-02 2,950 1,010 -1.55
1628 | shi-miR172a 6.84E-02 354 1,349 1.93
730 | gma-miR390a-3p 6.97E-02 373 970 1.38
1621 | shi-miR159b 7.08E-02 9,445 7,840 -0.27
89 | aly-miR168a 7.35E-02 3,227 4,048 0.33
857 | mtr-miR166b 7.37E-02 2,733 4,896 0.84
1521 | pta-miR159b 7.37E-02 842 226 -1.90
340 | agc-miR159 7.62E-02 237 495 1.06
174 | aly-miR390a* 7.65E-02 378 1,111 1.56
841 | hvu-miR168-5p 7.71E-02 2,720 2,649 -0.04
34 | aly-miR156g 7.88E-02 5,473 2,238 -1.29
90 | aly-miR168a* 8.01E-02 596 1,208 1.02
129 | aly-miR319a 8.07E-02 1,563 1,197 -0.39
1034 | osa-miR1669 8.62E-02 2,544 3,999 0.65
132 | aly-miR319c 8.68E-02 3,700 2,585 -0.52
27 | aly-miR156a 8.80E-02 5,635 2,295 -1.30
595 | crt-miR166b 9.87E-02 2,539 4,031 0.67
594 | crt-miR166a 9.98E-02 2,031 3,699 0.86
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aly-miR165h*
aly-miR396a*
vvi-miR396a
mtr-miR1ES

aly-miR171hb
zma-miR171f

Sekil 8 Ug farkli bitki dokusunun koke ait miRNA profillerinin gévde karsilastiriimasi

p<0.01 (sapma gosteren drnekler analizde goz 6niinde bulundurulmustur).

Cizelge 8 Govde ve kok arasindaki miRNA ifade profilleri farklilig

Grup 1 Grup 2
govde kok Log2 (G2/G1)
No. Prop ismi p-value ortalama ortalama

194 | aly-miR396a* 4.09E-03 313 5,816 4.22
1797 | wvi-miR396a 5.88E-03 3,424 10,188 157
1318 | peu-miR2916 9.50E-03 121 1,226 3.34
859 | mtr-miR168 9.88E-03 2,259 482 -2.23
1551 | ptc-miR166n 4,184 2,992 -0.48
81 | aly-miR166g* 544 3,382 2.64
637 | far-miR164a 6,537 477 -3.78
643 | ghr-miR156¢ 97 689 2.83
1260 | osa-miR535 10,541 20,910 0.99
87 | aly-miR167d 501 96 -2.38
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1031 | osa-miR164d 6,402 2,701 -1.25
1021 | osa-miR156l 107 1,129 3.40
1622 | shi-miR164c 7,197 2,393 -1.59
1033 | osa-miR166e 2,329 971 -1.26
1315 | peu-miR2911 36,139 5,975 -2.60
1930 | zma-miR396a* 470 7,735 4.04
1030 | osa-miR164c 8,504 2,700 -1.66
82 | aly-miR167a 684 124 -2.47
1755 | wvi-miR319g 749 204 -1.87
735 | gma-miR396e 8,163 20,337 1.32
1040 | osa-miR168b 2,320 582 -1.99
1032 | osa-miR164e 9,753 3,261 -1.58
1034 | osa-miR166g 5,466 3,999 -0.45
5 | ahy-miR167-5p 671 110 -2.61
1039 | osa-miR167d 610 109 -2.48
174 | aly-miR390a* 199 1,111 2.48
627 | csi-miR530a 871 53 -4.04
1613 | rco-miR164d 9,351 3,139 -1.57
1036 | osa-miR166k 2,319 1,114 -1.06
362 | ath-miR165a 2,315 878 -1.40
497 | bna-miR156a 226 2,026 3.17
1257 | osa-miR530-5p 722 54 -3.73
1037 | osa-miR166m 5,043 3,754 -0.43
1846 | zma-miR164h 3,361 230 -3.87
34 | aly-miR156g 281 2,238 2.99
1620 | shi-miR156e 173 1,463 3.08
193 | aly-miR396a 77 4,518 2.54
27 | aly-miR156a 273 2,295 3.07
73 | aly-miR165a 4,132 1,782 -1.21
730 | gma-miR390a-3p 202 970 2.26
1798 | wvi-miR396b 4,493 12,040 142
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629 | csi-miR535 2,702 4,892 0.86
173 | aly-miR390a 5.02E-02 40 588 3.89
1704 | sof-miR168b 5.05E-02 1,112 182 -2.61
1552 | ptc-miR166p 5.19E-02 3,147 1,455 -111
487 | bdi-miR156 6.58E-02 784 2,690 1.78
1623 | shi-miR166a 6.67E-02 4,197 3,231 -0.38
1546 | ptc-miR1450 6.70E-02 1,589 4,939 1.64
356 | agc-miR535 6.85E-02 7,926 15,066 0.93
1524 | pta-miR319 6.89E-02 1,492 894 -0.74
841 | hvu-miR168-5p 7.84E-02 4,423 2,649 -0.74
1026 | osa-miR159f 8.29E-02 20,280 22,596 0.16
1632 | shi-miR396d 8.30E-02 2,135 8,730 2.03
1633 | shi-miR396e 8.49E-02 3,069 10,364 1.76
71 | aly-miR164c 8.69E-02 6,303 2,536 -1.31
1624 | shi-miR166k 8.86E-02 6,006 4,430 -0.44
857 | mtr-miR166b 9.12E-02 5,297 4,896 -0.11
1190 | osa-miR2919 9.46E-02 468 825 0.82
68 | aly-miR164a 9.65E-02 6,125 2,493 -1.30
1217 | osa-miR396f 9.87E-02 556 2,851 2.36

187




EK6: Tiim Hashas miRNA’larinin Biyoenformatik Olarak Bulunan Hedef Genleri

pso- Hedef Hedef genin adi

miRNA | genID

Ad.

pso-miR2911 | AT5G67460.1 | | O-Glycosyl hydrolases family 17 protein | chr5:26921584-26923274 REVERSE LENGTH=1543

pso-miR2911 | AT5G21160.1 | | LA RNA-binding protein | chr5:7198741-7204090 REVERSE LENGTH=3142

pso-miR2911 | AT4G08685.1 | SAH7 | Pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein | chr4:5550429-5551370 FORWARD LENGTH=725

pso-miR780 AT4G06487.1 | | transposable element gene | chr4:3099364-3105303 FORWARD LENGTH=5940

pso-miR780 AT2G16018.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2916 | AT1G23850.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2916 | AT5G38365.1 | | transposable element gene | chr5:15334173-15339896 FORWARD LENGTH=5724

pso-miR5225 | AT5G61410.2 | RPE | D-ribulose-5-phosphate-3-epimerase | chr5:24683606-24686083 REVERSE LENGTH=1380

pso-miR5225 | AT5G61410.1 | RPE, EMB2728 | D-ribulose-5-phosphate-3-epimerase | chr5:24683606-24686105 REVERSE LENGTH=1408

pso-miR5225 | AT4G12820.1 | | F-box family protein with a domain of unknown function (DUF295) | chr4:7527048-7529356 REVERSE
LENGTH=1552

pso-miR6027 | AT3G20530.1 | | Protein kinase superfamily protein | chr3:7166047-7167929 FORWARD LENGTH=1555

pso-miR6027 | AT5G17240.1 | SDG40 | SET domain group 40 | chr5:5666852-5668907 FORWARD LENGTH=1536

pso-miR6027 | AT5G37000.1 | | | Exostosin family protein | chr5:14618107-14620282 FORWARD LENGTH=1644

pso-miR6027 | AT5G06820.1 | SRF2 | STRUBBELIG-receptor family 2 | chr5:2112869-2116754 FORWARD LENGTH=2424

pso-miR6027 | AT3G08530.1 | | Clathrin, heavy chain | chr3:2586806-2595572 REVERSE LENGTH=5638

pso-miR6027 | AT3G05350.1 | | | Metallopeptidase M24 family protein | chr3:1526963-1533867 REVERSE LENGTH=2297

pso-miR4351 | AT4G06547.1 | | transposable element gene | chr4:3404979-3407879 FORWARD LENGTH=2901

pso-miR4351 | AT4G03940.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR4351 | AT4G08170.2 | | Inositol 1,3,4-trisphosphate 5/6-kinase family protein | chr4:5163399-5167179 REVERSE LENGTH=1549

pso-miR4351 | AT2G04680.1 | | Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein | chr2:1640140-1642209 FORWARD LENGTH=2070

pso-miR4351 | AT5G19790.1 | RAP2.11 | related to AP2 11 | chr5:6689108-6690040 REVERSE LENGTH=933

pso-miR4351 | AT5G37550.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR4351 | AT1G17480.1 | 1QD7 | IQ-domain 7 | chr1:6006461-6008266 REVERSE LENGTH=1464

pso-miR4351 | AT1G01280.1 | CYP703A2, CYP703 | cytochrome P450, family 703, subfamily A, polypeptide 2 | chr1:112263-113947 FORWARD
LENGTH=1602

pso-miR4351 | AT5G51160.1 | | Ankyrin repeat family protein | chr5:20792211-20793841 FORWARD LENGTH=1558

pso-miR1439 | AT1G75920.2 | | GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein | chr1:28505272-28507168 FORWARD LENGTH=1481

pso-miR1439 | AT1G33360.1 | | ATP-dependent Clp protease | chr1:12091877-12096025 FORWARD LENGTH=2441

pso-miR1439 | AT4G22690.1 | CYP706A1 | cytochrome P450, family 706, subfamily A, polypeptide 1 | chr4:11929359-11931693 FORWARD
LENGTH=2335

pso-miR1439 | AT2G38220.1 | | RING/U-box superfamily protein | chr2:16007891-16010932 FORWARD LENGTH=1728

pso-miR1439 | AT4G16110.1 | ARR2, RR2 | response regulator 2 | chr4:9112686-9116164 FORWARD LENGTH=2666

pso-miR1439 | AT3G53500.1 | RSZ32, RS$2Z32, At-RS2Z | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein with retrovirus zinc finger-like
domain | chr3:19834343-19837082 REVERSE LENGTH=1444

pso-miR1439 | AT1G68720.1 | TADA, ATTADA | tRNA arginine adenosine deaminase | chr1:25804418-25808982 FORWARD LENGTH=4215

pso-miR1439 | AT5G42910.1 | | Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein | chr5:17203742-17205380 FORWARD
LENGTH=1448

pso-miR1439 | AT5G55770.1 | | Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein | chr5:22571645-22573732 FORWARD LENGTH=2088

pso-miR1439 | AT3G59060.1 | PIL6, PIF5 | phytochrome interacting factor 3-like 6 | chr3:21828005-21830507 REVERSE LENGTH=1846

pso-miR1439 | AT4G36390.1 | | Methylthiotransferase | chr4:17194588-17197131 REVERSE LENGTH=2158

pso-miR1439 | AT5G25265.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein
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pso-miR1439 | AT4G23290.1 | CRK21 | cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 21 | chr4:12177738-12180784 REVERSE LENGTH=2090

pso-miR2673 | AT1G69550.1 | | disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) | chr1:26148021-26153555 REVERSE LENGTH=5199

pso-miR2673 | AT1G73760.1 | | RING/U-box superfamily protein | chr1:27739168-27741207 REVERSE LENGTH=1348

pso-miR2673 | AT4G26800.1 | | Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein | chr4:13489835-13492054 FORWARD LENGTH=1842

pso-miR2673 | AT4G39630.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2673 | AT3G47940.1 | | DNAJ heat shock family protein | chr3:17687956-17689549 REVERSE LENGTH=1476

pso-miR2673 | AT5G46520.1 | | Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family | chr5:18867767-18872415 FORWARD LENGTH=4019

pso-miR2673 | AT5G39090.1 | | HXXXD-type acyl-transferase family protein | chr5:15643603-15645116 FORWARD LENGTH=1514

pso-miR2673 | AT4G30090.1 | emb1353 | embryo defective 1353 | chr4:14708712-14711612 REVERSE LENGTH=1498

pso-miR2673 | AT5G46490.1 | | Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family | chr5:18850776-18852862 FORWARD LENGTH=1467

pso-miR2673 | AT3G22480.1 | PDF2 | prefoldin 2 | chr3:7968078-7969705 FORWARD LENGTH=780

pso-miR2673 | AT1G56510.1 | WRR4, ADR2 | Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) | chr1:21167589-21173632 FORWARD
LENGTH=3657

pso-miR2673 | AT5G54870.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2673 | AT5G42950.1 | | GYF domain-containing protein | chr5:17224436-17231355 FORWARD LENGTH=5456

pso-miR2673 | AT5G54830.1 | | DOMON domain-containing protein / dopamine beta-monooxygenase N-terminal domain-containing protein |
chr5:22273070-22276301 FORWARD LENGTH=3136

pso-miR2673 | AT1G27660.1 | | basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein | chr1:9621570-9626004 FORWARD
LENGTH=1831

pso-miR2673 | AT5G52060.1 | ATBAG1, BAG1 | BCL-2-associated athanogene 1 | chr5:21152214-21154244 REVERSE LENGTH=1767

pso-miR2673 | AT1G33260.1 | | Protein kinase superfamily protein | chr1:12064509-12066376 FORWARD LENGTH=1599

pso-miR1851 | AT3G49051.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1851 | AT5G16780.1 | DOT2, MDF | SART-1 family | chr5:5517490-5522258 REVERSE LENGTH=3061

pso-miR1851 | AT1G15002.1 | | Potential natural antisense gene, locus overlaps with AT1G15000 | chr1:5169940-5170435 REVERSE
LENGTH=496

pso-miR1851 | AT2G25730.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1851 | AT2G25730.2 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1310 | AT1G36680.1 | | transposable element gene | chr1:13871080-13872202 FORWARD LENGTH=1123

pso-miR5205 | AT3G59790.1 | ATMPK10, MPK10 | MAP kinase 10 | chr3:22092448-22094240 FORWARD LENGTH=1182

pso-miR894 AT1G03280.1 | | Transcription factor TFIIE, alpha subunit | chr1:803035-807066 FORWARD LENGTH=1901

pso-miR894 AT3G19323.1 | | pseudogene of poly(A) binding protein | chr3:6698514-6699154 FORWARD LENGTH=342

pso-miR1507 | AT1G78350.1 | | transposable element gene | chr1:29474914-29478272 FORWARD LENGTH=3359

pso-miR1507 | AT1G15890.1 | | Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) family | chr1:5461317-5464223 FORWARD LENGTH=2907

pso-miR1507 | AT4G24590.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1507 | AT4G06600.1 | | pseudogene, hypothetical protein | chr4:3668044-3668724 REVERSE LENGTH=681

pso-miR1507 | AT2G11720.1 | | transposable element gene | chr2:4699172-4703974 REVERSE LENGTH=4803

pso-miR1507 | AT2G46530.3 | ARF11 | auxin response factor 11 | chr2:19105112-19108331 FORWARD LENGTH=2171

pso-miR1507 | AT4G36890.1 | IRX14 | Nucleotide-diphospho-sugar transferases superfamily protein | chr4:17379175-17381780 REVERSE
LENGTH=2187

pso-miR1507 | AT2G46530.1 | ARF11 | auxin response factor 11 | chr2:19104665-19108331 FORWARD LENGTH=2436

pso-miR1507 | AT1G17275.1 | | transposable element gene | chr1:5912053-5915313 FORWARD LENGTH=3261

pso-miR1507 | AT1G07680.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR4233 | ATMG00840.1 | | ORF121B | hypothetical protein | chrM:234538-234903 REVERSE LENGTH=366

pso-miR4233 | AT4G24310.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR4233 | AT1G52610.1 | | transposable element gene | chr1:19596595-19599402 REVERSE LENGTH=2808

pso-miR4233 | AT1G29900.1 | CARB | carbamoyl phosphate synthetase B | chr1:10468054-10472211 FORWARD LENGTH=3909

pso-miR1850 | AT1G27020.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1863 | AT5G42645.1 | | transposable element gene | chr5:17090938-17095801 REVERSE LENGTH=4864
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pso-miR845 AT1G14490.1 | | Predicted AT-hook DNA-binding family protein | chr1:4958514-4959325 REVERSE LENGTH=812

pso-miR845 AT2G09870.1 | | transposable element gene | chr2:3733172-3738079 FORWARD LENGTH=4908

pso-miR1432 | AT5G22290.1 | anac089, NAC089 | NAC domain containing protein 89 | chr5:7375923-7377644 REVERSE LENGTH=1290

pso-miR1432 | AT3G20930.1 | | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein | chr3:7331721-7334029 FORWARD LENGTH=1423

pso-miR1432 | AT5G30450.1 | | transposable element gene | chr5:11559203-11561951 FORWARD LENGTH=2749

pso-miR1432 | AT1G18230.1 | | pseudogene, putative protein kinase | chr1:6272666-6273307 REVERSE LENGTH=642

pso-miR1432 | AT3G20610.1 | | non-race specific disease resistance protein, putative | chr3:7196723-7197391 FORWARD LENGTH=669

pso-miR1432 | AT4G08980.2 | FBW2 | F-BOX WITH WD-40 2 | chr4:5758404-5760558 FORWARD LENGTH=1993

pso-miR2948 | AT3G24460.1 | | Serinc-domain containing serine and sphingolipid biosynthesis protein | chr3:8885818-8893050 REVERSE
LENGTH=1976

pso-miR2948 | AT1G33240.1 | AT-GTL1, AT-GTL2, GTL1 | GT-2-like 1 | chr1:12051471-12054546 REVERSE LENGTH=2624

pso-miR2948 | AT1G60020.1 | | transposable element gene | chr1:22100744-22105125 REVERSE LENGTH=4382

pso-miR2948 | AT2G01070.1 | | Lung seven transmembrane receptor family protein | chr2:75520-77865 FORWARD LENGTH=1807

pso-miR1312 | AT2G05935.1 | | transposable element gene | chr2:2278835-2282788 FORWARD LENGTH=3954

pso-miR1312 | AT3G09770.2 | | RING/U-box superfamily protein | chr3:2996278-2998190 REVERSE LENGTH=1732

pso-miR1312 | AT1G08840.2 | emb2411 | DNA replication helicase, putative | chr1:2829105-2838469 REVERSE LENGTH=4340

pso-miR1312 | AT2G19100.1 | | transposable element gene | chr2:8269781-8274895 REVERSE LENGTH=5115

pso-miR1312 | AT1G44960.1 | | SNARE associated Golgi protein family | chr1:16999538-17001729 FORWARD LENGTH=1106

pso-miR1312 | AT4G06682.1 | | transposable element gene | chr4:3908146-3912063 FORWARD LENGTH=3918

pso-miR1312 | AT4G35840.1 | | RING/U-box superfamily protein | chr4:16980961-16982365 FORWARD LENGTH=932

pso-miR1312 | AT4G16748.1 | | | chr4:9417058-9420649 REVERSE LENGTH=3592

pso-miR1114 | AT5G43380.1 | TOPP6 | type one serine/threonine protein phosphatase 6 | chr5:17420048-17421982 REVERSE LENGTH=1401

pso-miR1114 | AT5G03930.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1051 | AT1G07340.1 | ATSTP2, STP2 | sugar transporter 2 | chr1:2254822-2256850 FORWARD LENGTH=1686

pso-miR1051 | AT4G15510.2 | | PhotosyGovde Il reaction center PsbP family protein | chr4:8860616-8862566 FORWARD LENGTH=1547

pso-miR1051 | AT1G26640.1 | | Amino acid kinase family protein | chr1:9207388-9209902 REVERSE LENGTH=1367

pso-miR1051 | AT3G59820.1 | | LETM1-like protein | chr3:22098028-22102164 REVERSE LENGTH=2951

pso-miR1051 | AT5G49460.1 | ACLB-2 | ATP citrate lyase subunit B 2 | chr5:20054523-20058464 FORWARD LENGTH=2336

pso-miR1051 | AT1G72700.1 | | ATPase E1-E2 type family protein / haloacid dehalogenase-like hydrolase family protein | chr1:27365896-
27371733 FORWARD LENGTH=4404

pso-miR1852 | AT4G39080.1 | VHA-A3 | vacuolar proton ATPase A3 | chr4:18209399-18215056 FORWARD LENGTH=2884

pso-miR1852 | AT2G07720.1 | | transposable element gene | chr2:3557475-3558188 FORWARD LENGTH=714

pso-miR1852 | AT1G19170.1 | | Pectin lyase-like superfamily protein | chr1:6616643-6618986 FORWARD LENGTH=1766

pso-miR1852 | AT3G45750.1 | | Nucleotidyltransferase family protein | chr3:16793611-16797933 REVERSE LENGTH=2488

pso-miR2643 | AT2G15740.1 | | C2H2-like zinc finger protein | chr2:6856746-6857735 REVERSE LENGTH=990

pso-miR2643 | AT3G12690.2 | AGCL1.5 | AGC kinase 1.5 | chr3:4030455-4032825 REVERSE LENGTH=2213

pso-miR2643 | AT4G29130.1 | ATHXK1, GIN2, HXK1 | hexokinase 1 | chr4:14352037-14355103 REVERSE LENGTH=2030

pso-miR2643 | AT1G78480.1 | | Prenyltransferase family protein | chr1:29525501-29526363 REVERSE LENGTH=609

pso-miR2643 | AT4G06546.1 | | transposable element gene | chr4:3396231-3403881 REVERSE LENGTH=7651

pso-miR2643 | AT2G19390.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2643 | AT4G29790.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2643 | AT5G11530.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2643 | AT1G72270.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2643 | AT4G27010.2 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR854 AT1G80620.1 | | S15/NS1, RNA-binding protein | chr1:30305362-30307417 FORWARD LENGTH=1522

pso-miR854 AT1G49290.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein
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pso-miR854 AT4G29980.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR854 AT1G52160.1 | TRZ3 | tRNAse Z3 | chr1:19420715-19424439 REVERSE LENGTH=2889

pso-miR854 AT3G45190.1 | | SIT4 phosphatase-associated family protein | chr3:16541673-16548278 REVERSE LENGTH=2808

pso-miR854 AT1G67840.2 | CSK | chloroplast sensor kinase | chr1:25434102-25437075 FORWARD LENGTH=2130

pso-miR854 AT1G66090.1 | | Disease resistance protein (TIR-NBS class) | chr1:24602146-24604763 FORWARD LENGTH=1555

pso-miR854 AT3G52510.1 | | F-box associated ubiquitination effector family protein | chr3:19469652-19470378 REVERSE LENGTH=651

pso-miR854 AT1G72710.1 | CKL2 | casein kinase 1-like protein 2 | chr1:27372271-27376584 FORWARD LENGTH=2086

pso-miR854 AT4G18770.1 | MYB98, AtMYB98 | myb domain protein 98 | chr4:10311030-10313104 FORWARD LENGTH=1869

pso-miR854 AT5G51690.1 | ACS12 | 1-amino-cyclopropane-1-carboxylate synthase 12 | chr5:20997413-21001046 REVERSE LENGTH=3179

pso-miR854 AT1G69440.1 | AGO7, ZIP | Argonaute family protein | chr1:26101527-26105166 REVERSE LENGTH=3161

pso-miR854 AT5G61350.1 | | Protein kinase superfamily protein | chr5:24667973-24670501 FORWARD LENGTH=2529

pso-miR854 AT5G06839.3 | TGA10, bZIP65 | bZIP transcription factor family protein | chr5:2120527-2126455 FORWARD LENGTH=2005

pso-miR854 AT1G67770.1 | TEL2 | terminal EAR1-like 2 | chr1:25408043-25410153 FORWARD LENGTH=1584

pso-miR854 AT5G39080.1 | | HXXXD-type acyl-transferase family protein | chr5:15641658-15643161 FORWARD LENGTH=1504

pso-miR854 AT5G22550.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR854 AT3G60720.1 | PDLP8 | plasmodesmata-located protein 8 | chr3:22441771-22443771 FORWARD LENGTH=1267

pso-miR854 AT5G42780.1 | AtHB27, HB27,ZHD13 | homeobox protein 27 | chr5:17154776-17155757 FORWARD LENGTH=982

pso-miR1106 | AT3G06820.2 | BRCC36B, AtBRCC36B | Mov34/MPN/PAD-1 family protein | chr3:2150847-2153440 REVERSE LENGTH=1574

pso-miR1106 | AT1G64960.1 | | ARM repeat superfamily protein | chr1:24129918-24134204 FORWARD LENGTH=3767

pso-miR1106 | AT3G53940.1 | | Mitochondrial substrate carrier family protein | chr3:19971019-19973769 REVERSE LENGTH=1542

pso-miR1106 | AT2G23100.1 | | Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein | chr2:9837120-9839736 REVERSE LENGTH=2617

pso-miR1106 | AT2G44200.1 | | CBF1-interacting co-repressor CIR, N-terminal;Pre-mRNA splicing factor | chr2:18276210-18278627 FORWARD
LENGTH=1961

pso-miR1106 | AT1G35516.1 | | myb-like transcription factor family protein | chr1:13078618-13079773 FORWARD LENGTH=781

pso-miR1106 | AT1G55675.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1106 | AT5G01190.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR4393 | AT3G46000.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR4393 | AT4G15860.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR4393 | AT1G22480.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR4393 | AT1G18486.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR4393 | AT1G56550.1 | RXGT1 | RhamnoGalacturonan speci&#64257;c Xylosyltransferase 1 | chr1:21185662-21188369 REVERSE
LENGTH=1625

pso-miR4393 | AT4G23850.1 | LACS4 | AMP-dependent synthetase and ligase family protein | chr4:12403454-12408335 REVERSE
LENGTH=2339

pso-miR6466 | AT3G24360.2 | | ATP-dependent caseinolytic (Clp) protease/crotonase family protein | chr3:8839728-8842831 REVERSE
LENGTH=1381

pso-miR6466 | AT1G61980.1 | | Mitochondrial transcription termination factor family protein | chr1:22908045-22909588 FORWARD
LENGTH=1544

pso-miR6466 | AT5G38520.1 | | alpha/beta-Hydrolases superfamily protein | chr5:15421573-15423431 FORWARD LENGTH=1318

pso-miR6466 | AT5G38520.2 | | alpha/beta-Hydrolases superfamily protein | chr5:15421573-15423431 FORWARD LENGTH=1354

pso-miR6466 | AT3G27530.1 | GC6, MAG4 | golgin candidate 6 | chr3:10193569-10200013 REVERSE LENGTH=3148

pso-miR6466 | AT2G19572.1 | | Potential natural antisense gene, locus overlaps with AT2G19570 | chr2:8470620-8471735 FORWARD
LENGTH=1116

pso-miR6466 | AT1G51270.1 | | structural molecules;transmembrane receptors;structural molecules | chr1:19007510-19010411 FORWARD
LENGTH=1783

pso-miR6466 | AT5G55896.1 | | transposable element gene | chr5:22628017-22633342 REVERSE LENGTH=3650

pso-miR6466 | AT1G79400.1 | ATCHX2, CHX2 | cation/H+ exchanger 2 | chr1:29864992-29867840 FORWARD LENGTH=2352

pso-miR6466 | AT2G28140.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR6466 | AT5G02460.1 | | Dof-type zinc finger DNA-binding family protein | chr5:539249-541112 REVERSE LENGTH=1554

pso-miR6466 | AT1G73810.1 | | Core-2/I-branching beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase family protein | chr1:27752400-27755297
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REVERSE LENGTH=1452

pso-miR835 AT5G34623.1 | | transposable element gene | chr5:12928508-12933349 REVERSE LENGTH=4842

pso-miR835 AT2G39570.1 | | ACT domain-containing protein | chr2:16507896-16510198 FORWARD LENGTH=1760

pso-miR835 AT2G24270.1 | ALDH11A3 | aldehyde dehydrogenase 11A3 | chr2:10327050-10329941 REVERSE LENGTH=2106

pso-miR835 AT5G57270.2 | | Core-2/I-branching beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase family protein | chr5:23200614-23203792
REVERSE LENGTH=1922

pso-miR835 AT5G04170.1 | | Calcium-binding EF-hand family protein | chr5:1145431-1147781 FORWARD LENGTH=1475

pso-miR835 AT2G02190.1 | | transposable element gene | chr2:567873-569698 FORWARD LENGTH=1826

pso-miR835 AT2G44930.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR835 AT3G29792.1 | | transposable element gene | chr3:11697578-11702083 FORWARD LENGTH=4506

pso-miR835 AT1G16370.1 | ATOCT6, OCT6 | organic cation/carnitine transporter 6 | chr1:5596694-5598447 FORWARD LENGTH=1754

pso-miR835 AT5G21430.1 | | Chaperone Dnal-domain superfamily protein | chr5:7222226-7223621 FORWARD LENGTH=946

pso-miR829 AT3G14090.1 | ATEXO70D3, EXO70D3 | exocyst subunit exo70 family protein D3 | chr3:4669253-4671575 REVERSE
LENGTH=2238

pso-miR829 AT2G27040.2 | AGO4 | Argonaute family protein | chr2:11536534-11542357 REVERSE LENGTH=3189

pso-miR829 AT5G38035.1 | | transposable element gene | chr5:15176231-15180696 FORWARD LENGTH=4466

pso-miR1862 | AT4G01925.1 | | Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein | chr4:833173-834340 REVERSE LENGTH=881

pso-miR528 AT4G38170.1 | FRS9 | FAR1-related sequence 9 | chr4:17904558-17906821 FORWARD LENGTH=2075

pso-miR528 AT1G80370.1 | CYCA2;4 | Cyclin A2;4 | chr1:30213705-30216861 FORWARD LENGTH=1588

pso-miR528 AT5G17710.2 | EMB1241 | Co-chaperone GrpE family protein | chr5:5839343-5841728 REVERSE LENGTH=1287

pso-miR5658 | AT3G19820.2 | DWF1, DIM, EVE1, DIM1, CBB1 | cell elongation protein / DWARF1 / DIMINUTO (DIM) | chr3:6879617-6882315
REVERSE LENGTH=2020

pso-miR5658 | AT3G19820.3 | DWF1 | cell elongation protein / DWARF1 / DIMINUTO (DIM) | chr3:6879617-6882121 REVERSE LENGTH=1942

pso-miR5658 | AT3G19820.1 | DWF1, DIM, EVE1, DIM1, CBB1 | cell elongation protein / DWARF1 / DIMINUTO (DIM) | chr3:6879617-6881652
REVERSE LENGTH=1940

pso-miR5658 | AT5G14740.2 | CA2, CA18, BETA CA2 | carbonic anhydrase 2 | chr5:4757972-4762615 FORWARD LENGTH=1519

pso-miR5658 | AT2G02540.1 | ATHB21, ZFHD4, HB21, ZHD3 | homeobox protein 21 | chr2:683647-685309 FORWARD LENGTH=1205

pso-miR5658 | AT1G54740.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR5658 | AT2G25110.1 | SDF2, ATSDL, AtSDF2 | stromal cell-derived factor 2-like protein precursor | chr2:10684135-10686085 FORWARD
LENGTH=1197

pso-miR5658 | AT3G59220.1 | PRN, PRN1, ATPIRIN1 | pirin | chr3:21894134-21895623 FORWARD LENGTH=1057

pso-miR5658 | AT2G03630.2 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR5658 | AT2G03630.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR5658 | AT1G67195.2 | PSO-MIiR414 | PSO-MiR414 (MICRORNA 414) | chr1:25137111-25137915 REVERSE LENGTH=624

pso-miR5658 | AT1G67195.1 | PSO-MIiR414 | PSO-MiR414 (MICRORNA 414) | chr1:25137111-25137937 REVERSE LENGTH=596

pso-miR5658 | AT4G11100.2 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR5658 | AT4G11100.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR5658 | AT2G44790.1 | UCC2 | uclacyanin 2 | chr2:18461906-18463309 REVERSE LENGTH=962

pso-miR5658 | AT3G61360.1 | | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein | chr3:22704304-22706138 REVERSE LENGTH=1835

pso-miR5658 | AT1G12760.1 | | | Zinc finger, C3HC4 type (RING finger) family protein | chr1:4348498-4350867 FORWARD LENGTH=1812

pso-miR5658 | AT5G03060.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1028 | AT1G62500.1 | | Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily protein | chr1:23132045-
23133502 FORWARD LENGTH=1458

pso-miR1028 | AT5G67630.1 | | P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein | chr5:26967381-26969394
REVERSE LENGTH=1652

pso-miR1028 | AT3G26380.1 | | Melibiase family protein | chr3:9660065-9663298 FORWARD LENGTH=2172

pso-miR1028 | AT2G48160.1 | | Tudor/PWWP/MBT domain-containing protein | chr2:19689409-19696821 REVERSE LENGTH=4713

pso-miR2931 | AT1G60070.1 | | Adaptor protein complex AP-1, gamma subunit | chr1:22142605-22149526 REVERSE LENGTH=3158

pso-miR2931 | AT1G12530.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2931 | AT2G29350.3 | SAG13 | senescence-associated gene 13 | chr2:12601033-12602556 FORWARD LENGTH=1146
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pso-miR2931 | AT3G06810.1 | IBR3 | acyl-CoA dehydrogenase-related | chr3:2146335-2150831 FORWARD LENGTH=2851

pso-miR2931 | AT5G16600.1 | MYB43, AtMYB43 | myb domain protein 43 | chr5:5438291-5440245 FORWARD LENGTH=1015

pso-miR2931 | AT4G22820.2 | | A20/AN1-like zinc finger family protein | chr4:11987709-11988949 REVERSE LENGTH=1241

pso-miR1514 | AT1G61070.1 | LCR66, PDF2.4 | low-molecular-weight cysteine-rich 66 | chr1:22491733-22492542 REVERSE LENGTH=590

pso-miR1514 | AT4G06528.1 | | transposable element gene | chr4:3327079-3330294 FORWARD LENGTH=3216

pso-miR1514 | AT1G08000.1 | GATA10 | GATA transcription factor 10 | chr1:2483240-2485109 REVERSE LENGTH=1373

pso-miR1514 | AT1G08010.1 | GATA11 | GATA transcription factor 11 | chr1:2485906-2488027 REVERSE LENGTH=1391

pso-miR1514 | AT2G41580.1 | | transposable element gene | chr2:17339804-17343088 FORWARD LENGTH=3285

pso-miR1514 | AT3G62360.1 | | Carbohydrate-binding-like fold | chr3:23072786-23080563 REVERSE LENGTH=4026

pso-miR399 AT2G33770.1 | UBC24, ATUBC24, PHO2 | phosphate 2 | chr2:14277558-14283040 REVERSE LENGTH=4103

pso-miR399 AT1G67230.1 | LINC1 | little nucleil | chrl:25151270-25156323 REVERSE LENGTH=3981

pso-miR399 AT5G15660.1 | | F-box and associated interaction domains-containing protein | chr5:5095652-5097041 FORWARD
LENGTH=1317

pso-miR1881 | AT1G09790.1 | COBL6 | COBRA-like protein 6 precursor | chr1:3168482-3170819 REVERSE LENGTH=1451

pso-miR158 AT1G62860.1 | | pseudogene of pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein | chrl:23274676-23277017 REVERSE
LENGTH=2342

pso-miR158 AT3G03580.1 | | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein | chr3:860512-863352 REVERSE LENGTH=2841

pso-miR158 AT1G49910.1 | BUB3.2 | Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein | chr1:18479025-18481475 FORWARD
LENGTH=1224

pso-miR158 AT1G64100.1 | | pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein | chr1:23791585-23793641 FORWARD LENGTH=2001

pso-miR158 AT1G64100.2 | | pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein | chr1:23791585-23795563 FORWARD LENGTH=2421

pso-miR158 AT4G17565.1 | | F-box family protein with a domain of unknown function (DUF295) | chr4:9782508-9783644 REVERSE
LENGTH=1137

pso-miR860 AT1G02730.1 | ATCSLDS5, CSLDS5, SOS6 | cellulose synthase-like D5 | chr1:594573-598657 REVERSE LENGTH=3854

pso-miR860 AT3G50930.1 | BCS1 | cytochrome BC1 synthesis | chr3:18929526-18931839 FORWARD LENGTH=2314

pso-miR860 AT1G59780.1 | | NB-ARC domain-containing disease resistance protein | chr1:21993581-21997691 REVERSE LENGTH=2721

pso-miR860 AT5G43260.1 | | chaperone protein dnaJ-related | chr5:17357377-17358082 REVERSE LENGTH=706

pso-miR860 AT5G46220.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR860 AT1G08320.3 | TGA9, bZIP21 | bZIP transcription factor family protein | chr1:2621904-2627721 REVERSE LENGTH=1925

pso-miR855 AT4G06556.1 | | transposable element gene | chr4:3469500-3475244 FORWARD LENGTH=5745

pso-miR855 AT3G60530.1 | GATA4 | GATA transcription factor 4 | chr3:22373215-22374387 FORWARD LENGTH=1096

pso-miR855 AT5G57735.1 | TASIR-ARF | tasiR-ARF; other RNA | chr5:23394005-23394500 FORWARD LENGTH=496

pso-miR855 AT3G06880.2 | | Transducin/WDA40 repeat-like superfamily protein | chr3:2170355-2175686 REVERSE LENGTH=3956

pso-miR855 AT1G79500.5 | AtkdsA1l | Aldolase-type TIM barrel family protein | chr1:29903420-29909437 FORWARD LENGTH=2194

pso-miR855 AT4G37580.1 | HLS1, COP3, UNS2 | Acyl-CoA N-acyltransferases (NAT) superfamily protein | chr4:17658612-17660878
FORWARD LENGTH=1846

pso-miR855 AT2G10120.1 | | transposable element gene | chr2:3834912-3835855 REVERSE LENGTH=944

pso-miR855 AT4G30350.1 | | Double Clp-N motif-containing P-loop nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein |
chr4:14847740-14851143 FORWARD LENGTH=3236

pso-miR855 AT2G29690.1 | ASA2, ATHANSYNAB | anthranilate synthase 2 | chr2:12693871-12696975 FORWARD LENGTH=2078

pso-miR5181 | AT4G01960.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR5181 | AT1G26990.1 | | transposable element gene | chr1:9368531-9373180 REVERSE LENGTH=4650

pso-miR5181 | AT5G39970.1 | | catalytics | chr5:15998025-16000813 FORWARD LENGTH=2265

pso-miR5181 | AT1G74990.1 | | RING/U-box superfamily protein | chr1:28159715-28160487 REVERSE LENGTH=608

pso-miR5181 | AT1G66230.1 | MYB20, AtMYB20 | myb domain protein 20 | chr1:24677154-24678415 FORWARD LENGTH=1186

pso-miR5181 | AT2G16900.3 | | Arabidopsis phospholipase-like protein (PEARLI 4) family | chr2:7323707-7325659 REVERSE LENGTH=1714

pso-miR5181 | AT4G07742.1 | | transposable element gene | chr4:4541189-4542994 REVERSE LENGTH=1806

pso-miR5181 | AT3G49725.1 | | GTP-binding protein, HfIX | chr3:18442275-18445457 REVERSE LENGTH=2096

pso-miR5181 | AT4G22120.1 | | ERD (early-responsive to dehydration stress) family protein | chr4:11715824-11719792 REVERSE

LENGTH=2819
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pso-miR1850 | AT4G33760.1 | | tRNA synthetase class Il (D, K and N) family protein | chr4:16189144-16193269 REVERSE LENGTH=2145

pso-miR1850 | AT5G01542.1 | | Potential natural antisense gene, locus overlaps with AT5G01540 | chr5:211257-213471 FORWARD
LENGTH=2215

pso-miR1850 | AT3G09930.1 | | GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein | chr3:3053260-3055410 FORWARD LENGTH=1368

pso-miR1850 | AT3G42628.1 | | phosphoenolpyruvate carboxylase-related / PEP carboxylase-related | chr3:14720735-14720872 REVERSE
LENGTH=138

pso-miR1850 | AT2G42600.2 | ATPPC2, PPC2 | phosphoenolpyruvate carboxylase 2 | chr2:17734369-17738973 REVERSE LENGTH=3160

pso-miR2615 | AT1G47800.1 | | F-box and associated interaction domains-containing protein | chr1:17601513-17602676 FORWARD
LENGTH=1164

pso-miR2615 | AT4G38730.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR2615 | AT5G57740.1 | XBAT32 | XB3 ortholog 2 in Arabidopsis thaliana | chr5:23394585-23397650 REVERSE LENGTH=2236

pso-miR2615 | AT3G07180.2 | | GPI transamidase component PIG-S-related | chr3:2282237-2285513 REVERSE LENGTH=1621

pso-miR1508 | AT3G19810.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1040 | AT3G11100.1 | | sequence-specific DNA binding transcription factors | chr3:3476187-3477405 REVERSE LENGTH=1138

pso-miR1040 | AT5G45085.1 | | transposable element gene | chr5:18197690-18201523 REVERSE LENGTH=3834

pso-miR1040 | AT4G05150.1 | | Octicosapeptide/Phox/Bem1p family protein | chr4:2660338-2662908 FORWARD LENGTH=1668

pso-miR2091 | AT5G28935.1 | | transposable element gene | chr5:10974472-10979625 REVERSE LENGTH=5154

pso-miR2634 | AT4G01780.1 | | XH/XS domain-containing protein | chr4:767310-769246 FORWARD LENGTH=1419

pso-miR2634 | AT3G54430.1 | SRS6 | SHI-related sequence 6 | chr3:20147101-20148127 REVERSE LENGTH=951

pso-miR2634 | AT5G17300.1 | RVE1 | Homeodomain-like superfamily protein | chr5:5690227-5692902 REVERSE LENGTH=1839

pso-miR2634 | AT3G48670.2 | IDN2, RDM12 | XH/XS domain-containing protein | chr3:18030868-18034065 FORWARD LENGTH=2353

pso-miR2634 | AT3G48670.1 | IDN2, RDM12 | XH/XS domain-containing protein | chr3:18030781-18034065 FORWARD LENGTH=2447

pso-miR2634 | AT1G59750.2 | ARF1 | auxin response factor 1 | chr1:21979384-21984410 FORWARD LENGTH=2472

pso-miR2634 | AT1G26330.1 | | DNA binding | chr1:9107519-9113724 FORWARD LENGTH=3880

pso-miR2634 | AT4G17660.1 | | Protein kinase superfamily protein | chr4:9831359-9833006 FORWARD LENGTH=1209

pso-miR2634 | AT1G08820.2 | VAP27-2 | vamp/synaptobrevin-associated protein 27-2 | chr1:2821552-2825275 REVERSE LENGTH=1592

pso-miR2634 | AT1G51960.1 | 1QD27 | 1Q-domain 27 | chr1:19310355-19311683 FORWARD LENGTH=1056

pso-miR2634 | AT2G20510.1 | ATTIMA44-1, TIM44-1 | translocase inner membrane subunit 44-1 | chr2:8836018-8838598 REVERSE
LENGTH=1419

pso-miR2634 | AT5G25220.1 | KNAT3 | KNOTTED1-like homeobox gene 3 | chr5:8736074-8738584 FORWARD LENGTH=1899

pso-miR2634 | AT3G06450.2 | | HCO3- transporter family | chr3:1975959-1979588 REVERSE LENGTH=2434

pso-miR2634 | AT5G27000.1 | ATK4, KATD | kinesin 4 | chr5:9498052-9503134 FORWARD LENGTH=3194

pso-miR2634 | AT2G22125.1 | CSI1 | binding | chr2:9406263-9414518 FORWARD LENGTH=6941

pso-miR2634 | AT1G29220.1 | | transcriptional regulator family protein | chr1:10210520-10212722 REVERSE LENGTH=1365

pso-miR161 AT1G62670.1 | RPF2 | rna processing factor 2 | chr1:23204773-23206665 REVERSE LENGTH=1893

pso-miR161 AT5G16640.1 | | Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein | chr5:5460976-5463017 FORWARD LENGTH=2042

pso-miR161 AT1G64583.1 | | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein | chr1:23987051-23988740 REVERSE LENGTH=1690

pso-miR161 AT1G62860.1 | | pseudogene of pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein | chrl1:23274676-23277017 REVERSE
LENGTH=2342

pso-miR161 AT1G62720.1 | | Pentatricopeptide repeat (PPR-like) superfamily protein | chr1:23227532-23229150 FORWARD LENGTH=1619

pso-miR161 AT1G63150.1 | | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein | chr1:23419396-23421579 FORWARD LENGTH=2049

pso-miR161 AT5G21222.1 | | protein kinase family protein | chr5:7208643-7213894 FORWARD LENGTH=3010

pso-miR161 AT4G17915.1 | | pseudogene of pentatricopeptide (PPR) repeat-containing/C3HC4-type RING finger containing protein |
chr4:9959013-9960404 REVERSE LENGTH=1392

pso-miR2097 | AT5G13450.1 | ATP5 | delta subunit of Mt ATP synthase | chr5:4310314-4312048 REVERSE LENGTH=1068

pso-miR2097 | AT1G05190.1 | emb2394 | Ribosomal protein L6 family | chr1:1502344-1503830 REVERSE LENGTH=935

pso-miR1314 | AT3G52940.1 : FK, HYD2, ELL1 | Ergosterol biosynthesis ERG4/ERG24 family | chr3:19630198-19633296 REVERSE LENGTH=1465

pso-miR473 AT4G37700.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR473 AT5G17710.1 | EMB1241 | Co-chaperone GrpE family protein | chr5:5839343-5841690 REVERSE LENGTH=1243
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pso-miR473 AT5G39020.1 | | Malectin/receptor-like protein kinase family protein | chr5:15616917-15619358 FORWARD LENGTH=2442

pso-miR473 AT1G76440.3 | | HSP20-like chaperones superfamily protein | chr1:28682129-28683750 REVERSE LENGTH=762

pso-miR473 AT3G11240.1 | ATE2, ATATE2 | arginine-tRNA protein transferase 2 | chr3:3518484-3521115 REVERSE LENGTH=2022

pso-miR473 AT5G53460.2 | GLT1 | NADH-dependent glutamate synthase 1 | chr5:21700202-21709736 FORWARD LENGTH=6971

pso-miR473 AT5G53460.3 | GLT1 | NADH-dependent glutamate synthase 1 | chr5:21700202-21709736 FORWARD LENGTH=6982

pso-miR473 AT5G02040.2 | PRA1.A1 | prenylated RAB acceptor 1.A1 | chr5:400899-402876 FORWARD LENGTH=1211

pso-miR473 AT4G36910.1 | LEJ2, CDCP2 | Cystathionine beta-synthase (CBS) family protein | chr4:17390626-17393339 REVERSE
LENGTH=1222

pso-miR473 AT5G02040.1 | PRA1.A1 | prenylated RAB acceptor 1.A1 | chr5:400899-402951 FORWARD LENGTH=1296

pso-miR473 AT2G41660.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1867 | AT5G66780.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1867 | AT4G03780.1 | | transposable element gene | chr4:1683483-1685576 REVERSE LENGTH=2094

pso-miR1867 | AT5G53400.1 | BOB1 | HSP20-like chaperones superfamily protein | chr5:21661445-21663572 FORWARD LENGTH=1247

pso-miR1867 | AT1G37867.1 | | transposable element gene | chr1:14266731-14272193 REVERSE LENGTH=5463

pso-miR1867 | AT3G23200.1 | | Uncharacterised protein family (UPF0497) | chr3:8281363-8282778 FORWARD LENGTH=930

pso-miR1867 | AT3G59990.3 | MAP2B | methionine aminopeptidase 2B | chr3:22155719-22158725 REVERSE LENGTH=1594

pso-miR1867 | AT3G42621.1 | | transposable element gene | chr3:14701782-14703452 FORWARD LENGTH=1671

pso-miR1867 | AT3G59990.2 | MAP2B | methionine aminopeptidase 2B | chr3:22155719-22158715 REVERSE LENGTH=1686

pso-miR1867 | AT4G23850.1 | LACS4 | AMP-dependent synthetase and ligase family protein | chr4:12403454-12408335 REVERSE
LENGTH=2339

pso-miR1867 | AT4G07620.1 | | transposable element gene | chr4:4418650-4421820 FORWARD LENGTH=3171

pso-miR1867 | AT5G52415.1 | | pseudogene, hypothetical protein | chr5:21279904-21281298 FORWARD LENGTH=1395

pso-miR1867 | AT3G20110.1 | CYP705A20 | cytochrome P450, family 705, subfamily A, polypeptide 20 | chr3:7021332-7023279 FORWARD
LENGTH=1862

pso-miR1867 | AT5G64160.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1217 | AT3G30587.1 | | transposable element gene | chr3:12177593-12180256 REVERSE LENGTH=2664

pso-miR1217 | AT4G28570.1 | | Long-chain fatty alcohol dehydrogenase family protein | chr4:14119425-14122616 FORWARD LENGTH=2747

pso-miR912 AT4G35500.2 | | Protein kinase superfamily protein | chr4:16857353-16859603 FORWARD LENGTH=1638

pso-miR415 AT2G03060.1 | AGL30 | AGAMOUS-like 30 | chr2:901143-904149 FORWARD LENGTH=1699

pso-miR415 AT1G75520.1 | SRS5 | SHI-related sequence 5 | chr1:28351562-28353495 REVERSE LENGTH=1574

pso-miR415 AT3G59890.2 | | Dihydrodipicolinate reductase, bacterial/plant | chr3:22124198-22126484 REVERSE LENGTH=1446

pso-miR415 AT1G10590.1 | | Nucleic acid-binding, OB-fold-like protein | chr1:3502004-3503457 REVERSE LENGTH=837

pso-miR415 AT5G28415.1 | | transposable element gene | chr5:10359592-10364018 REVERSE LENGTH=4427

pso-miR415 AT3G17420.1 | GPK1 | glyoxysomal protein kinase 1 | chr3:5959212-5962179 REVERSE LENGTH=1915

pso-miR415 AT4G31900.2 | PKR2 | chromatin remodeling factor, putative | chr4:15431350-15438678 FORWARD LENGTH=3770

pso-miR415 AT2G34170.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1070 | AT5G13000.2 | ATGSL12, gsl12 | glucan synthase-like 12 | chr5:4110295-4121427 REVERSE LENGTH=6037

pso-miR2936 | AT4G23660.1 | AtPPT1, PPT1 | polyprenyltransferase 1 | chr4:12327694-12331653 REVERSE LENGTH=1910

pso-miR2936 | AT5G50230.1 | | Transducin/WDA40 repeat-like superfamily protein | chr5:20448370-20450881 REVERSE LENGTH=1818

pso-miR2936 | AT5G61960.1 | AML1, ML1 | MEI2-like protein 1 | chr5:24878521-24884720 REVERSE LENGTH=3886

pso-miR2936 | AT2G44930.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR6434 | AT1G49950.1 | TRB1, ATTRBL1 | telomere repeat binding factor 1 | chr1:18494115-18497172 REVERSE LENGTH=1353

pso-miR6434 | AT1G08840.1 | emb2411 | DNA replication helicase, putative | chr1:2829579-2838369 REVERSE LENGTH=3891

pso-miR6434 | AT3G23920.1 | BAM1, BMY7, TR-BAMY | beta-amylase 1 | chr3:8641569-8644449 FORWARD LENGTH=2131

pso-miR6434 | AT4G13830.1 | J20 | DNAJ-like 20 | chr4:8011424-8012163 FORWARD LENGTH=740

pso-miR6434 | AT5G14310.1 | AtCXE16, CXE16 | carboxyesterase 16 | chr5:4615318-4617615 FORWARD LENGTH=1808

pso-miR426 AT1G77130.1 | PGSIP2, GUX3 | plant glycogenin-like starch initiation protein 2 | chr1:28978894-28981345 REVERSE
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LENGTH=2146

pso-miR426 AT3G29320.1 | | Glycosyl transferase, family 35 | chr3:11252807-11257814 FORWARD LENGTH=3180

pso-miR426 AT1G36970.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR426 AT1G29220.1 | | transcriptional regulator family protein | chr1:10210520-10212722 REVERSE LENGTH=1365

pso-miR1154 | AT2G28250.2 | NCRK | Protein kinase superfamily protein | chr2:12043482-12046537 FORWARD LENGTH=2007

pso-miR474 AT2G39620.1 | | Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein | chr2:16518968-16521478 REVERSE LENGTH=2511

pso-miR474 AT4G38010.1 | | Pentatricopeptide repeat (PPR-like) superfamily protein | chr4:17859582-17861261 REVERSE LENGTH=1680

pso-miR474 AT4G21680.1 | NRT1.8 | NITRATE TRANSPORTER 1.8 | chr4:11517353-11519765 REVERSE LENGTH=2146

pso-miR474 AT5G35460.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR474 AT5G22770.2 | alpha-ADR | alpha-adaptin | chr5:7579263-7588249 REVERSE LENGTH=3433

pso-miR1030 | AT2G03430.1 | | Ankyrin repeat family protein | chr2:1036008-1037632 REVERSE LENGTH=1003

pso-miR1030 | AT1G76550.1 | | Phosphofructokinase family protein | chr1:28722702-28727006 REVERSE LENGTH=2129

pso-miR1030 | AT1G31630.1 | AGL86 | AGAMOUS-like 86 | chr1:11318528-11319547 REVERSE LENGTH=1020

pso-miR1030 | AT4G00330.1 | CRCK2 | calmodulin-binding receptor-like cytoplasmic kinase 2 | chr4:142601-144523 REVERSE LENGTH=1518

pso-miR1030 | AT5G55640.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein; Fungi - 3422; Plants - 5037; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 2996 (source: NCBI
BLink). | chr5:22533159-22534117 REVERSE LENGTH=729

pso-miR1450 | AT5G27902.1 | | transposable element gene | chr5:9921056-9923736 REVERSE LENGTH=2681

pso-miR1450 | AT3G49830.1 | | P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein | chr3:18482383-18483940
FORWARD LENGTH=1422

pso-miR1450 | AT5G20885.1 | | RING/U-box superfamily protein | chr5:7083965-7084734 REVERSE LENGTH=770

pso-miR1450 | AT1G23170.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1450 | AT2G32940.1 | AGO6 | Argonaute family protein | chr2:13971997-13977476 REVERSE LENGTH=2997

pso-miR1858 | AT3G57200.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1858 | AT5G64860.1 | DPE1 | disproportionating enzyme | chr5:25925173-25928848 REVERSE LENGTH=1991

pso-miR1858 | AT1G73810.1 | | Core-2/I-branching beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase family protein | chr1:27752400-27755297
REVERSE LENGTH=1452

pso-miR1858 | AT3G15390.1 | SDES5 | silencing defective 5 | chr3:5196607-5200337 REVERSE LENGTH=1739

pso-miR1858 | AT5G65320.1 | | basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein | chr5:26107169-26108726 REVERSE
LENGTH=1176

pso-miR1858 | AT5G66090.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

pso-miR1858 | AT4G15415.1 | ATB' GAMMA | Protein phosphatase 2A regulatory B subunit family protein | chr4:8817187-8819693 FORWARD
LENGTH=2433

pso-miR1858 | AT5G28280.1 | | pseudogene, sterol desaturase domain-containing protein, CER1-like, A.thaliana, ATCER1L19; blastp match of
55% identity and 8.9e-22 P-value to GP|4769012|gb|AAD29719.1|AF143746_1|AF143746 CER1 Oryza sativa |
chr5:10261017-10263283 FORWARD LENGTH=2267

pso-miR1858 | AT1G55860.2 | UPL1 | ubiquitin-protein ligase 1 | chr1:20879466-20893268 REVERSE LENGTH=11745

pso-miR1858 | AT1G76590.1 | | PLATZ transcription factor family protein | chr1:28740691-28742207 FORWARD LENGTH=1235

pso-miR1858 | AT1G10880.1 | | Core-2/I-branching beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase family protein | chr1:3624035-3627082 REVERSE
LENGTH=2017

pso-miR1858 | AT4G24330.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

Pso-miR1858 | AT3G21540.1 | | transducin family protein / WD-40 repeat family protein | chr3:7585946-7590856 REVERSE LENGTH=3022

Pso-miR1858 | AT1G62870.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

Pso-miR1858 | AT5G16720.1 Fonksiyonu bilinmiyen protein

Pso-miR1858 | AT1G51940.1 | | protein kinase family protein / peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein | chr1:19295904-
19299118 REVERSE LENGTH=2321

Pso-miR1872 | AT5G13520.1 | | peptidase M1 family protein | chr5:4341948-4344671 REVERSE LENGTH=2120

Pso-miR1872 | AT4G10760.1 | EMB1706, MTA | mRNAadenosine methylase | chr4:6619817-6623351 REVERSE LENGTH=2227

Pso-miR1872 | AT5G40820.1 | ATRAD3, ATR, ATATR | Ataxia telangiectasia-mutated and RAD3-related | chr5:16342745-16353898 REVERSE

LENGTH=9189
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EK7: qRT-PCR’da Olgiilen miRNA ve Genlere Ait Ct Degerleri ve Standart Sapma
Degerleri

miRNA

miRNA Adi Ct STDEV
Degerleri

Pso-miR2 Kapsiil 31,56 0

31,17

31,83

Govde 19,32 0

19,71

19,23

Yaprak 18,6 0,31

18,78

18,82

Kok 21,73 0,063

21,49

21,6

Pso-miR3 Kapsiil 27,62 0,004

21,22

28,06

Govde 29,61 0,01

29,41

28,7

Yaprak 31,34 0,01

31,88

30,14

Kok 30,06 0,004

30,49

29,89

Pso-miR5 Kapsiil 40,13 1

39,9

40,06

Govde 36,77 1,62
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36,87

Yaprak

38,05

38,64

38,53

1,06

Kok

37,02

37,36

37,01

Pso-miR7

Kapsiil

25,17

24,51

24,26

0,004

Govde

24,32

25,27

25,71

0,01

Yaprak

31,24

31,35

31

0,0018

Kok

21,27

26,54

0,01

Pso-miR11

Kapsiil

28,16

29,14

28,01

Govde

30,8

30,06

29,85

Yaprak

27,81

29,47

28,55

0,002

Kok

26

26,84
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27,96

Pso-miR159

Kapsiil

33,94

33,3

33,42

0,0014

Govde

27,61

27,62

27,58

0,0018

Yaprak

31,91

31,93

31,86

0,01

Kok

40

40

40

0,01

Pso-miR395

Kapsiil

34,59

34,58

35,72

0,0014

Govde

38,56

38,44

0,01

Yaprak

35,93

36,54

37,28

0,0018

Kok

33,93

33,83

33,67

0,01

Pso-miR164

Kapsiil

31,31

31,56

30,6

0,0018

Govde

29,88

29,66

29,82

0,0014

Yaprak

30,35

30,92

0,0001

Kok

35,56

35,29

0,0001
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Pso-miR13

Kapsiil

29,96

29,79

29,88

0,01

Govde

29,21

29,01

29,16

0,01

Yaprak

29,62

29,57

0,002

Kok

34,3

33,93

0,01

T0000199

Kapsiil

23,09

23,03

0,0014

Govde

21,6

21,32

21,57

0,01

Yaprak

20,7

20,57

20,67

0,0018

Kok

25,29

25,27

0,01

T0013376

Kapsiil

37,75

38,04

0,0014

Govde

34,96

34,58

0,0018

Yaprak

40
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40

Kok

39,14 0

41,09

T0047847

Kapsiil

33,85

0,0014

33,32

Govde

38,25

0,01

38,49

Yaprak

40

0,0018

40

Kok

39,31

0,01

38,28

Hedef gen

Hedef Gen
Adi

Ct

STD

Degerleri EV

F-box/Kelch-
repeat protein

Kapsiil

21,85

0,07

22,04

22,58

Govde

26,65

0,002

21,27

27,36

Yaprak

34,06

0,01

34,04

34,17

Kok

30,69

0,004

32,93

32,27
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retroelement
pol
polyprotein

Kapsiil

27,79

28,94

0,01

Govde

30,59

31,2

30,49

0,01

Yaprak

28,73

28,54

29,07

0,01

Kok

28,86

28,18

27,97

0,007

RSY3

Kapsiil

21,04

21,82

21,95

0,004

Govde

26,06

26,06

25,29

0,004

Yaprak

32,65

32,03

31,92

0,01

Kok

27,62

28,67

29,49

0,004

auxin
response
factor

Kapsiil

25,72

24,08

24,41

0,007

Govde

28,46

29,15

29,93

Yaprak
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33,47

33,53

Kok

33,2

33,03

Leucine-rich
repeat protein
kinase

Kapsiil

28,16

29,14

28,01

0,07

Govde

30,8

30,06

29,85

0,07

Yaprak

27,81

29,47

28,55

Kok

26

26,84

27,96

0,012

ATHB-15

Kapsiil

27,62

26,96

27,5

Govde

34,85

35,28

33,7

Yaprak

22,13

22,53

23,25

0,001

Kok

27,68

27,54

27,68

0,001

7-OMT

Kapsiil

29,86

30,12

0,07
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30,72

Govde

24,19

24,01

23,68

0,07

Yaprak

25,24

25,32

25,09

0,01

Kok

27,67

28,46

28,56

0,012

MYB101

Kapsiil

18,29

18,54

18,82

0,01

Govde

25,6

25,77

25,77

0,001

Yaprak

33,56

33,42

33,71

0,001

Kok

32,51

31,87

0,01

APS4

Kapsiil

26,12

25,47

26,32

0,2

Govde

34,78

34,68

34,62

0,018

Yaprak

22,58

23,01

23,16

0,001

204



Kok 25,74 0,04
27,16
26,78
NAC1 Kapsiil 27,41 0,004
27,51
27,68
Govde 35,77 0,001
34,15 *
35,66
Yaprak 22,98 0,001
23,07 °
23,2
Kok 27,97 0,01
28,12
27,76
LOX Kapsiil 31,38 0,004
31,19
0
Govde 331 0,001
4
31,51
0
Yaprak 30,47 0,001
8
0
0
Kok 29,43 0,000
01
32,18
0
SAT Kapsiil 17.72 0,001
8
17.37
17.77
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Govde 18.13 0,01
18.71
19.04
Yaprak 27.94 0,001
8
24.82
26.99
Kok 18.14 0,01
20.55
20.11
COR Kapsiil 26.62 0,001
4
27.24
26.43
Govde 27.16 0,001
27.87
28.93
Yaprak 30.81 0,001
30.87
30.07
Kok 24.69 0,001
8
22.92
25.71
TYDC Kapsiil 23.77 0,001
4
22.96
22.02
Govde 22.96 0,01
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23.34

24.06
Yaprak 31.43 0,001
8
28.26
29.88
Kok 22.95 0,01
26.94
26.10
18S rRNA Kapsiil 23,77 0,001
22,96 4
22,02
Govde 22,35 0,01
22,14
22,18
Yaprak 23,2 0,001
22,45 8
22,79
Kok 21,89 0,01
22,97
22,22
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EKS8: 5’Modifiye RLM-RACE Primerleri

pso-miR2

mir2-1 gsF CGTGGCTGTTCGTTGTCGGG

mir2-1 gsNR TCGCGAGGCATCGAAACCGA

mir2-1 gsR AGCATTTCCACCTGCCGCGT

mir2-2 gsF CGAGAACATTGCCACAGTGCCTCT

mir2-2 gsNR GCCTTGTGAAAGCCGGGTGCA

mir2-2 gsR ACAGGGTGTAGAATCAGCCCAAGA

pso-miR3

mir3-1 gsF AGCTTGAGTTTGAGGTTGGGGACA

mir3-1 gsNR | TTCGGACCTCGCAACATGGCC

mir3-1 gsR CTGTATGCCACTGGTCCCACCC

pso-miR5

mir5-1gsF | CAAGGAGAACTCTCAAACAGCGGC

Mir5-1 gsNR | CCGCGAATCAGTGGTTAGCAGT

Mir5-1 gsR CCTGCAACAGATTTCTTAAGTGGG

Mir5-2 gsF ATCCGCGCAATTCCGTGCAG

Mir5-2 gsNR | ACCCTTCGACCCTGGAGCAG

Mir5-2 gsR GCTGGTTGGAGCCACATGGTCA

Mir5-3 gsF CCTGCTCCAGGGTCGAAGGGT

Mir5-3 gsNR | CCCTTCGACCCTGGAGCAGGA

Mir5-3 gsR GCTGGTTGGAGCCACATGGTCA

pso-miR7

Mir7-1 gsF ACTTTGGCAGTCCGCCATCAGA

Mir7-1 gsNR | GGGGGCCTCGGTTTCCAACC

Mir7-1gsR | CCAGACTCTGCAGGACCGCT

Mir72gsR | GGGGGCCTCGGTTTCCAACC

Mir7-3gst | ACTCTTCGGATCACCATCTCCGT

Mir7-3 gsNR TGATGCCTCGGGTTGAAACTCGA
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CGGTTGACCGAACAACACGAACTG

Mir7-3 gsR

Mir7-4 gsF TGACAATGGGAACAACACCATGCA

Mir7-4 gsNR | TGTTTGCGGTATCCGTTGAGCCTT

Mir7-4gsR | AAACTCCCTTCCCGCAACGCC

pso-miR11

Mirll-1gsF | GGCGAGTATGCCCTGCACCA

Mir11-1 GCAGCTAACCCAGCCGGTCC

gsNR

Mirl1-1gsR | GTCCGAGCGCTCATACACGGT

Mir11-2gsF | GGTGCATTGGTTTTGGGGGCG

Mir11-2 gsR | TCGTCAGCACATTCCTCGGGAAC

Mir11-3gsk | ACAGCCGCAAGAGAGGCAACA

Mir11-3 TGTTGCCTCTCTTGCGGCTGT

gsNR

Mir11-3gsR | CTGCGGGAGACCTACCCGCT

pso-miR156

Mir156-1 gsF TCGGATCCCCTGGCCCAACC

Mir156-1 gsR GCCGAAAGTTTGGCATTTAACGGG

Mir156-2gsF CCTCCAACCCGTAGCTCACCG

Mir156-2 gsR ATGCAGAGCGGTCGGGCCTT

Mir156-3 gsF CACTCCCGTGGCCGAACCAC

MIR156-3 gsR TCCATCGGATGATGCAACCCGA

Mir156-4 gsF CACTGGCTGTGCGGAGAGCG
TCCAAACCCACCCTCACCGA

Mir156-4 gsNR

AGCCAGCCACTCCTTGTGACCT

Mir156-4 gsR

pso-miR157
Mir157-1 gsF TCCCCTGGCCCAACCACATGT
Mir157-1 gsR GGCATTTAACGGGATCTAGGACGAG
Mir157-2 gsF TAGCTCACCGGTCTGCGGCT
Mirl57-2 gsR TATGCAGAGCGGTCGGGCCT
Mirl57-3 gsF CACTCCCGTGGCCGAACCAC
Mir157-3 gsR TCCATCGGATGATGCAACCCGA
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Mirl57-4 gsF

CACCACCTGCACCTAGCCAGC

Mirl157-4 gsNR

TGTCCTTGAATACCCAAGGCGGGT

CTCACCCATTGCCGTGCCACT

Mirl57-4 gsR

Mir157-5 gsF CCTCCTCGTCGTCAGTCCCTCATT
mirl57-5 gsR CTGCGGAAGACGGACAGCCTC
Mirl57-7 gsF CCTGGCAAGACCAATTCTGCTGG

MIR157-7 gsNR

ACCAGTGTAATTCCTCTGTTGCTCG

GCAGGCTTGTCTTGTCCTTCTGC

Mirl57-7 gsR
pso-miR167
mir167-1 gsF CGCCTCCGCTCCATCGCAAA
GGTCGGGTGGACTGCAACGG

mirl67-1 gs NR

CCGGACCACCGACTACTGCAC

mirl67-1 gs R

Mir167-2 gs F TTGGGCAATTCCGAAAGGGAAGATT

Mir167-2 gs R GGAGGTGACGTTGCTGCTGTGT
pso-miR535

miR535-1gsF CCATTGTATCTGAGCTCTCCA

miR 535-1gsNR | CCTCAGCAAGCTCAAGAACCC

miR 535-1gsR TACTTCACAGCAGCAAGTGGC

Mir535-2 gsF GGTCCTCACTCTGTTCACGCGC

Mir535-2 gsNR | ACCCCTCGGGGAAACTCGGC

Mir535-2 gsR ACCGTTCGACTCTGCCCATTCG
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