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ÖZET 

Doktora Tezi 

Haşhaş (Papaver somniferum L.) Mikro-RNA’larinin (miRNA) Tanımlanması ve miRNA Hedef Gen 

Ekspresyon Analizlerinin Belirlenmesi 

 

Hatice Böke 

 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

 

Danışman: Doç.Dr. Turgay Ünver 

Mikro-RNA’lar (miRNA) 21 nukleotid uzunluğunda küçük, çoğu organizmada gen ifadesinde düzenleyici 

olarak rol alan ve kodlanmayan RNA’lardır. Haşhaş bitkisi özellikle narkotik morfin, öksürük kesici kodein 

ve kas gevşetici papaverin başta olmak üzere birçok çeşit benzilisokuinolin tipi alkaloiti üretebilen bir 

bitkidir. Şimdiye kadar alkaloit senteziyle ilgili birçok çalışma yapılmasına rağmen haşhaşta yer alan 

miRNA’larla ilgili hiçbir çalışma yapılmamıştır. Bu tez kapsamında haşhaşta yer alan ve alkaloit sentez 

yolağı ile ilişkili miRNA’ların saptanması amacıyla bir dizi çalışmalar yapılmıştır. Haşhaş bitkisinin çeşitli 

dokularına ait küçük RNA kütüphaneleri yüksek işlem hacimli Illumina Solexa teknolojisi ile dizilenmiştir. 

Toplam 11,999,328 küçük RNA okuması yapılmış bu okumalardan 2,999,700 tanesi benzersiz küçük RNA 

okuması olarak saptanmıştır. Derinlemesine dizileme teknolojisi yardımıyla toplam 12550 haşhaş miRNAsı 

saptanmış olup, bu miRNA’ların 124 miRNA familyasına ait olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca bu çalışma ile 7 

adet haşhaşa özgü yeni miRNA bulunmuştur. Haşhaş transkriptomu için farklı doku örneklerinden izole 

edilen RNA’lar ile miRNA mikroarrayi uygulaması yapılmıştır. Derinlemesine dizileme teknolojisi ve 

miRNA mikroarray sonuçları bir araya getirilerek haşhaş bitkisinde miRNA profillemesi yapılmıştır. 

Haşhaşta ifade edilen bazı miRNA’lardan seçim yapılarak bu miRNA ve hedef genlerinin dokulardaki ifade 

düzeyi kantitatif gerçek zamanlı RT-PCR (qRT-PCR) ile doğrulanmıştır ve ölçülmüştür. Ayrıca haşhaşa özgü 

yeni miRNA’lar ile RNA’lar miR156, miR157, miR167 ve miR535’in hedef genleri 5’modifiye RLM-RACE 

metoduyla tespit edilmeye çalışılmış ve sonuçta pso-miR535’in alkaloit senteziyle yakından ilgili LOX genini 

hedeflediği bulunmuştur. Alkaloit sentez mekanizmasının haşhaş bitkisinde regülasyonunu sağlayan 23 adet 

miRNA bu çalışma kapsamında tespit edilmiştir. Bu miRNA’lardan pso-miR13 ve pso-miR408’ in doğrudan 

alkaloit sentezinde yer alan genleri hedeflediği belirlenmiştir.  

2013, 212  sayfa 

Anahtar Kelimeler: alkaloit sentezi, derinlemesine dizileme, miRNA, miRNA mikroarrayi, Papaver 

somniferum, RLM-RACE 
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ABSTRACT 

 

Ph.D. Thesis 

 

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

Transcripts 

 

Hatice Böke 

 

Ankara University Biotechnology Institute 

 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Turgay Ünver 

 

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 miRNAs 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. GİRİŞ 

miRNA’lar olarak adlandırılan mikroRNA’lar, yüksek seviyede korunan DNA 

bölgelerinden kodlanan, proteine translasyonu gerçekleşmeyen, yaklaşık 18-24 nükleotit 

uzunluğundaki küçük RNA molekülleridir (1). İlk defa 1993 yılında keşfedilmişlerdir (2), 

ancak mikroRNA terimi 2001 yılında kullanılmaya başlanmıştır (1, 3). 

miRNA’lar kodlanmayan RNA'lardır, pri-miRNA olarak adlandırılan primer transkriptler 

işlenerek, önce pre-miRNA’lara, sonra da olgun miRNA’lara dönüştürülürler. Olgun 

miRNA molekülleri bir veya daha çok mesajcı RNA (mRNA) ile kısmî komplementer 

olup, bu mRNA’ları hedefleyerek kesme dolayısıyla yıkma veya translasyonel baskılama 

yoluyla gen ekspresyonunu düzenleyici rol oynamaktadır (1) 

 

Son yıllarda bitki miRNA’larıyla ilgili araştırmalarda önemli artışlar olmuştur. Günümüzde   

fonksiyonel genomik  alanı ile beraber miRNA’ların saptanması ve rollerinin araştırılması 

popüler konular arasında yer almaktadır. Bugüne kadar çeşitli bitki türlerinde 25000 den 

fazla miRNA tespit edilebilmiştir (4). Aynı şekilde miRNA hedefleri olan mRNA’ların pek 

çoğu deneysel olarak doğrulanmıştır (5).  

 

Bitki miRNA’ları yaprak morfogenezi (6-9), floral organ oluşumu (8-10) ve kök gelişimi 

(7, 9, 11, 12) gibi organ gelişimindeki önemli fonksiyonlarına ilave olarak, küçük RNA 

yolağında düzenleyici ve bazı (small interfering RNA) siRNA’ların doğrudan 

biyogenesizinde de fonksiyon göstermektedir (8, 9, 13). Üstelik bunlar oksidatif stres (9, 

14), mineral beslenme (9, 15, 16), kuraklık stresi (9, 17), patojen stresi (9, 18), soğuk (9, 

19, 20) ve mekanik stres (21) gibi çeşitli stres yanıtlarında da görev almaktadır. 

 

Özellikle sentezlediği alkaloitler yönünden önemli olan endüstriyel bitkilerden birisi de 

haşhaş (Papaver somniferum L.) dır. Haşhaştan elde edilen alkaloitlerden başlıcaları 

morfin (en etkili ağrı kesici), kodein (öksürük engelleyici), tebain (kas gevşetici), 

sanguinarin ve berberin (antimikrobiyal ajan), papaverin (damar gevşetici) ve noskapin 

(öksürük kesici ve güçlü antikanserojen) dir (22, 23). Haşhaşta biyosentezi yapılan 

alkaloitler diğer sekonder veya özelleşmiş metabolitler gibi bitkide normal büyüme ve 

gelişme için değil, abiyotik stres şartları (kuraklık, tuzluluk, sıcaklık, UV-B radyasyonu, 
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besin eksikliği, oksidatif stres) altında yaşamı devam ettirebilme ve biyotik stres (fungus, 

bakteri,virüs ve nematod saldırıları) altında savunma sistemini aktifleştirerek, patojenlerle 

mücadele edebilme amaçlı üretilmektedirler (23).  

Günümüze kadar yapılan çalışmalarla haşhaşta alkaloitlerin enzimatik sentezleri hemen 

hemen açıklanmış olmasına rağmen birçok gen, bunların koordinasyonu ve regülasyonu 

hakkındaki bilgiler halen yetersizdir. 

Sunulan bu tezle birçok alanda kullanılan morfin gibi alkaloitleri üreten haşhaş bitkisinde, 

ifade olan tüm miRNA’ların karakterizasyonu yapılarak bu bitkiye özgü miRNA profilinin 

açığa çıkarılması ve miRNA’ların alkaloit sentez mekanizmasında ki rolünün daha iyi 

anlaşılması hedeflenmiştir. 

 

. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. Haşhaş (Papaver Somniferum L.) 

Ülkemizde tarımı yapılan haşhaş, Papaver somniferum L. tek yıllık bir kültür bitkisidir. 

Bilimsel sınıflandırmaya göre Papaver somniferum L., Rhoedales takımının Papaveraceae 

familyasındandır. Bu familyanın da Papaver cinsi içerisinde yer almaktadır. Papaver 

Latincede gelincik, somniferum ise ‘rüya görmek’ veya ‘uyku verici’ anlamına gelmektedir 

(24) 

Haşhaş Türkiye’de fazla yağışlı Doğu Karadeniz ve fazla sıcak olan Güneydoğu Anadolu 

hariç hemen her bölgede yetiştirilebilmekle birlikte haşhaş ekimi izne bağlıdır (25). 

Ülkemizde haşhaş ekimine izin verilen iller Şekil 2.1’de gösterilmiştir (24). 

 

Şekil 2.1. Türkiye’de haşhaş ekimine izin verilen iller; Eskişehir, Kütahya, Balıkesir, 

Afyon, Manisa, Uşak, Denizli, Burdur, Isparta, Amasya, Tokat, Çorum (2009 yılı Haşhaş 

Raporu, Tarım Mahsülleri Ofisi, 2010) 

Ülkemizde haşhaş bitkisi hem gıda amaçlı hemde sentezlediği önemli alkaloitler (morfin, 

kodein, tebain, sanguarin) nedeniyle tıbbi amaçlı üretilmektedir (24). Haşhaş bitkisi 

özellikle narkotik morfin, öksürük kesici kodein, antimikrobiyal ajanlar sanguarin ve 

berberin ile kas gevşetici papaverin başta olmak üzere benzilisokuinolin tipi alkaloiti 
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üretebilen bir bitkidir.Tıbbi öneme sahip olan ana alkaloitlerin yanı sıra yaklaşık 30 adet 

değişik alkaloit ihtiva ettiği bilinmektedir (23) 

2.2. Haşhaş (Papaver somniferum L.) 'da Alkaloit Sentez Mekanizması 

2.2.1. Alkaloitler 

Bitki ve hayvanlar tarafından üretilebilen alkaloitler amin yapıda olup bazik özellik 

gösterirler. Ayrıca alkaloitlerin insan ve hayvan fizyolojisi üzerinde kuvvetli etkileri 

bulunmaktadır. Genel olarak, alkaloitler suda az, organik çözücülerde daha fazla 

çözünürler. Bitkilerin en az  25 %’i alkaloit içerir. Genellikle % 0.01 den daha az alkaloit 

içeren bitkiler, alkaloit içeren bitkiler olarak tanımlanmazlar (26). 

 

Alkaloitler bitkilerce savunma amaçlı sentezlenir (23). Potansiyel biyolojik aktivitelerine 

bağlı olarak bilinen yaklaşık 12.000 alkaloit, farmasötik, uyarıcı, narkotik ve zehir olarak 

kullanılmaktadır Bitkilerin genellikle belli bir organında (kök, kabuk, yaprak, meyve, 

tohum gibi) bulunur (22, 23). 

Bilinen alkaloit çeşitleri şunlardır: 

• Monoterpenoid indol alkaloitleri,  

• Tropan alkaloitleri ve nikotin,  

• Pürin alkaloitleri,  

• Pirolizidin alkaloitleri,  

• Quinolizidin alkaloitleri,  

• Benzilizokinolin alkaloitleri (BIA).  

Haşhaş bitkisinde sentezlenen önemli alkaloitler ise benzilizokinolin alkaloitleri (BIA) 

sınıfında yer alır (22, 23, 26). 
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2.2.2. Benzilizokinolin Alkaloitleri (BIA) ve Sentez Mekanizması 

BIA’lar L-tyrosine’den türevlenerek, karmaşık biyokimyasal ağ yapısında yer alan 

moleküller arası bağlanma, indirgenme, metilasyon, hidroksilasyon gibi bir çok 

reaksiyonların sonucu, bilinen 2500 civarında değişik yapılar meydana gelir (23). 

Analjezik morfin, öksürük kesici kodein, antimikrobiyal ajanlar olan sanguinarin ve 

berberin, güçlü antineoplastik (antikanserojen) noskapin, damar genişletici papaverin, kas 

gevşetici (+)-tubokurarin gibi çok çeşitli BIA’lar ya farmasötik olarak veya yarı sentetik 

üretilen alkaloitlerin öncülü olarak kullanılır (23, 26). 

 

 

Şekil 2.2. Haşhaş’da papaverin, sanguinarin, noskapin ve morfin oluşumunu gösteren 

önemli benzilizokinolin yolakları (Dang et al. 2012’den değiştirilerek alınmıştır) . cDNA’ları izole 

edilmiş olan enzimler kırmızı renkte, biyokimyasal olarak karakterize edilmiş olanlar mavi renkte 

belirtilmiştir. Kutucuklarda bileşikler renklere gore altgruplara ayrılmıştır. Mavi, basit benzilizokinolinler; 

pembe, protoberberinler; kırmızı, protopinler; turuncu, benzofenantridinler; mor, fitalideizokinolinler; yeşil, 

protomorfinler;kahverengi, morfinler. Enzim tipleri renkli dairelerle gösterilmiştir. Buna göre: sarı, O-

metiltransferaz; yeşil, N-metiltransferaz; kırmızı, P450 monooksigenaz; turuncu, FAD-bağlı oksidoredüktaz; 

açık mavi, NADPH-bağımlı redüktaz; koyu mavi, 2OG/Fe
2+

-bağımlı dioksigenaz; gri, asetil-CoA-bağımlı 

asetiltransferaz; beyaz, patogenezle ilişkili PR10 proteini  

Haşhaşta sentezlenen başlıca alkaloitler şunlardır; Morfin türevi alkaloitlerinden morfin, 

kodein, tebain ve oripavin; fitalideizokinolin alkaloitlerinden noskapin; basit 

benzilizokinolin alkaloitlerinden papaverin; ve benzofenantridin alkaloitlerinden 
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sanguinarin (27). Bu bileşikler ve ilgili yolaklarda yer alan enzimlerle ilgili tüm detaylar 

Şekil 2.2. ’de (28) gösterilmektedir. 

BIA biyosentezi, temel olarak tirozinin hem dopamin hem de 4-hidroksifenilasetaldehit 

molekülüne tirozindekarboksilaz (TYDC) enzimi ile dekarboksilasyon, orto-hidroksilasyon 

ve deaminasyonu ile başlar. Dopamin, izokinolin kısmının öncülü iken tiraminin 

deaminasyonundan oluşan 4-hidroksifenilasetaldehit ise, benzil bileşeni olarak 

katılmaktadır. Sentez yolunun ilk kararlı adımı norkoklaurin sentaz (NCS) ile katalizlenir 

(28, 29). NCS, dopamin ve 4-hidroksifenilasetaldehiti birleştirerek (S)- Norkoklaurini 

oluşturur. (S)- Norkoklaurin bitkilerde tüm BIA sentezi için merkezi öncül moleküldür (28, 

29). (S)- Norkoklaurin den sonra oluşan bileşik (S)-koklaurin dir ve bu bileşikten sonra bir 

çeşit P450 monooksigenaz olan 3’OHaz enzimi ile basit benzilizokinolin alkaloitlerinden 

papaverinin oluşumu için yolakta ilk dallanma başlar (28, 29). Dallanma oluşturmadan 

devam eden (S )- Norkoklaurinin (S )-retikuline dönüşümü, 6. pozisyondaki O-metilasyon, 

N-metilasyon 3’-hidroksilasyon ve ikinci bir 4-O-metilasyonu içerir. Norkoklaurin 6-O 

metiltransferaz (6-OMT) ve 3-hidroksi-N-metilkoklaurin 4-O-metiltransferaz (4-OMT) II. 

sınıf O-metiltransferazlardır ve sıkı bir bölge spesifik özellik göstermektedirler. (S)-

retikulin, çoğu BIA yapısal tiplerinin oluştuğu sentez yolunda, merkezi ara üründür (28, 

29). Tirozin amino asidinden (S)- retikulin oluşumu Şekil 2.3.’ de (27) ayrıntılı olarak 

gösterilmiştir. Bu aşamada yolak 3 kola ayrılır. Birinci yolda (S)-retikulin 7-OMT 

enzimiyle laudanin alkaloitine dönüştürülür (28, 29).  
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Şekil 2.3. L-Tirozinden (S)-retikulin oluşumu esnasında meydana gelen ara ürünler ve 

tepkimeye giren enzimler (Ziegler et al. 2009’dan alınarak değiştirilmiştir)  

İkinci yol aynı zamanda morfin ve türevlerinin oluştuğu yolaktır. (S)-retikulin, 1,2-

dehidroretikulin sintaz 1,2-dehidroretikulin reduktaz enzimlerinin etkisiyle epimerizasyona 

uğrar ve (R)-retikuline dönüşür. Salutaridin sentaz ile (R)-retikulin salutaridine, salutaridin 

reduktaz ile salutaridinole dönüşür (29). Salutaridinol 7-O-asetiltransferaz ile tebaine 

dönüşür (29). Morfin biyosentezinin son basamağı haşhaşa özgüdür ve tebaine 6-O-

demetilaz (T6ODM), kodein reductaz ve kodein O-demetilaz (CODM) enzimlerince 

katalizlenir (28, 29). 

Üçüncü yol; berberine bridge enziminin (BBE) (S)-retikulini (S)-skoulerine dönüştürmesi 

ile protoberberin, benzofenantridin (örnek; sanguinarine) ve fitalideizokinolin (örneğin; 

noscapine) biyosentez yolağının ilk kararlı bileşiği oluşmuş olur (28, 29). Sanguinarin 

yolağında, sırasıyla (S) keilantifolin, (S)-stilopin, (S)-N-Metil stilopin, protopin, 

dihidrosanguinarin ve sangiunarin bileşikleri sırasıyla stilopin sintaz, 

tetrahidroprotoberberine cis-N-metiltransferaz, N-metilstilopin 14-hidroksilaz and 

protopine 6-hidroksilaz ve dihidrobenzofenantiridin oksidaz enzimleriyle katalizlenir (28, 

29) 
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Benzilizokinolin alkaloitleri (BIA)’nin sentez mekanizması dışında, haşhaş bitkisinde bu 

yolakta yer alan enzimler ve ara maddelerin sentezlendikleri bitki hücreleri üzerinde de bir 

çok çalışma yapılmıştır (30-32). Haşhaş bitkisindeki bu araştırmalar lateksin yoğun olduğu 

kapsül ve gövde de ağırlık kazanmış, bazılarında kök organıda dahil edilmiştir (Şekil 2.4.) 

(32). 

 

Şekil 2.4. Haşhaşta BIA sentezinin gerçekleştiridiği hücre çeşitleri. Latisfer (sarı), kalburlu 

borular ve arkadaş hücreleri (kırmızı) (Liscombe and Facchini 2008). 

 

Alkaloit biyosentezi, floemde yer alan üç hücre tipi tarafından gerçekleştirilir (30-32). 

Latisferler havalandırma dokusu içerisinde yer alan kalburlu borular ve arkadaş 

hücreleriyle  yan yanadır. Bu durum kökte gözlenmemektedir (Şekil 2.4.). Alkaloit 

biyosentez enzimleri arkadaş hücrelerinde üretilir sonradan kalburlu borulara geçerler. 

Kalburlu borularda üretilen alkaloitler depolanmak için latisferlere geçerler (31, 32). 

Ayrıca  kapsül ve gövdede, O-metiltransferaz ve O-asetiltransferaz’ın daha çok parankimal 

hücrelerde, kodein redüktaz enziminin daha çok latisiferlerde bulunduğu, gelişen köklerde 

ise O-metiltransferaz ve O-asetiltransferazların iç periskılında, berberine bridge 

enzimininde, kök korteksinin parenkima hücrelerinde yoğunlaştığı saptanmıştır (31). 
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Alkaloitlerin sentezlendiği ve biriktirildiği bitki organlarının bir kısmı metabolitler 

açısından bilinse de bunların bitkinin hangi gelişim aşamasında ve hangi dokusunda 

toplandıkları konusu tam olarak açıklığa kavuşmamıştır. Bu güne kadar yapılan çalışmalar 

sonucunda morfin gibi bazı alkaloitlerin tüm hücrelerde bulunabilirken sanguinarin gibi 

bazı alkaloitler kökte daha yoğun olarak bulunduğu, ayrıca bazı alkaloitlerin çimlenmeyi 

takip eden kısa bir süre içinde üretildiği bulunmuştur (33).  

 

Morfin sentez yolunda rol oynadığı bilinen bir çok genin ifade düzeyleri elisitör 

muamelesi, yaralama yapılarak ve bitkinin farklı doku ve organları baz alınarak 

ölçülmüştür. Sonuçlara göre aynı gene ait transkript ifade düzeyi, değişik doku ve organda 

farklılık gösterebilmektedir. Örneğin TYDC geni kökte gövde ve çiçek aksamına nispeten, 

SAT geni gövdede yaprak ve kök aksamına nispeten daha çok ifade edilmektedir (34). 

 

Alkaloit sentez yolağının regülasyonunun anlaşılması için pek çok çalışmalar yapılmıştır. 

RNAi kullanılarak COR enziminin fazla ifadesi ile morfin ve türevlerini arttırılmasının 

hedeflendiği bir çalışma sonucunda COR enziminin miktarının artmasıyla birlikte toplam 

alkaloit miktarında % 28, morfin miktarında %22, kodein miktarında %58’lik artış, 

miktarında artma beklenmeyen tebainde ise %75 oranında artışla karşılaşılmıştır (35). 

Aslında yolakta tebain oluşumu COR enziminin aktivite göstermesinden önce 

gerçekleşmektedir.  Genetik olarak müdahele edilmemiş haşhaş bitkisinde normalde 

toplam alkaloit miktarının %22’si S-retikulin ve metillenmiş türevlerinden oluşmaktayken 

COR geninin susturulduğu bir çalışmada %25’lik bir artış saptanmıştır (36). Bbe geni 

susturulmuş ve sonuçta sanguarinin kontrol edildiği gösterilmiştir. CYP80B3 geni haşhaşta 

aşırı ürettirilmiş ve toplam alkaloit miktarında %450 artış saptanmış ve tebain ile oripavin 

alkaloitinde azalma tespit edilmiştir (37). SalAT geninin aşırı ifade ettirilmesi sonucu 

tebain, morfin, kodeinde artış saptanmış ve tüm alkaloit içeriğini yaklaşık %40 oranında 

arttırılmıştır. (36). SalAT geninin susturulması sonucu ise salutaridinde beklenmedik bir 

azalma ve tebain ile kodeinde düşme gözlenmiştir (38).   

  

Alkaloit sentez yolağının tüm yönleriyle aydınlatılabilmesi için yapılan moleküler 

çalışmaların miRNA yönüyle eksik kaldığı görülmektedir. Yolağın regülasyonunda yer 

alan miRNA’ların tespit edilmesiyle, susturulan veya aşırı ifade ettirilen genlerin 

beklenmeyen sonuçlarının kolaylıkla açıklanabileceği düşünülmektedir.  
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2.3. Mikro-RNA (miRNA) 

 

Ribonükleik asit veya RNA bir nükleik asit olup nükleotitlerden (azotlu baz, riboz şeker, 

fosfat) oluşur. RNA molekülü temelde proteine dönüştürülen ve proteine 

dönüştürülmeyenler olmak üzere iki sınıfa ayrılmaktadır. Proteine dönüştürülenler mRNA 

(mesajcı RNA), proteine dönüştürülmeyenler ise tRNA, rRNA ve küçük RNA’lar olarak 

adlandırılmaktadır. Küçük RNA’ların bir çok çeşiti vardır. Bunlar siRNA (küçük 

sessizleştirici RNA), snoRNA (küçük nükleolar RNA),  snRNA  (küçük nüklear RNA) ve 

miRNA (mikro RNA) (39). 

 

Mikro-RNA’lar, kendilerine özgü genler veya intron bölgelerinden kodlanan, proteine 

translasyonu gerçekleşmeyen, yaklaşık 20-24 nükleotit uzunluğunda, küçük RNA 

molekülleridir (9, 40-42). 

 

RNA interferans (RNAi), canlı hücreler içinde yer alan ve hangi genlerin proteine 

translasyon  olacağını belirleyen ve kontrol eden transkripsiyon sonrası gen susturma 

mekanizmasıdır Bu mekanizma doğal bir işlem olup, canlı organizmadaki biyolojik 

fonksiyonu, hem virüs kalıtım materyali ve transpozonlar gibi hareketli genetik 

elementlere karşı genomu korumak hemde ökaryotik organizmaların gelişimsel 

programlarının fonksiyonu için önemli olan transkripsiyon sonrası gen susturma ile gen 

regülasyonunda önemli rol oynamaktadır (43, 44) MikroRNA (miRNA) ve küçük 

interfering RNA (siRNA), RNAi nin küçük moleküllerinin iki tipidir. Genlerin doğrudan 

ürünü olan, bu küçük RNA'lar, faaliyetlerini artırmak veya azaltmak amacıyla diğer özel 

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

 

Mikro-RNA (miRNA) terimi 2001 yılında kullanılmaya başlansa bile, ilk miRNA’nın 

bulunması 1993 yılında olmuştur. Lee, Feinbaum ve Ambros adlı üç araştırıcı buldukları 

ve lin-4 olarak adlandırdıkları ilk miRNAyı bilim dünyasına tanıtmışlardır. Lee ve 

arkadaşları 1993’de denek olarak yuvarlak solucan Caenorhabditis elegans’ı kullanmış, 

lin-4 (Şekil 2.5.) adlı genin küçük bir RNA transkribe ettiğini ve hiçbir proteini 

kodlamadığını da bildirmişlerdir (46).  Bu keşifden 7 yıl sonra canlının gelişim 

zamanlamasını düzenleyen başka bir mikroRNA, let-7 (Şekil 2.5.) olarak adlandırılmış ve 

bunun bir çok türde korunmuş olduğu belirlenmiştir (42, 47, 48). 

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleik_asit
http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleotit
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Şekil 2.5. lin-4 ve let-7 miRNA’larının tahmin edilen yapıları (Lee et al. 1993;  

Reinhart et al. 2000). 

 

2.4. Bitkilerde miRNA’lar  

 

2002 yılında Arabidopsis’te miRNA’ların ilk defa keşfedilmesinden (49) sonra, iki farklı 

yaklaşım (üç farklı yöntem) kullanılarak 25141 bitki miRNA’sı ve karakterize edilmiştir 

(miRBase v. 19) (4). Bu yöntemler; 

 

 Farklı dokular ve koşullardaki küçük RNA kütüphanelerinden doğrudan klonlama 

(deneysel yaklaşım),   

 C. elegans’da küçük RNA’ların ilk kez tespitine neden olan geleneksel mutant 

tarama metodu (deneysel yaklaşım) 

 Bitki miRNA’larının korunan sekansları üzerinden mevcut genomik veri 

tabanlarından yapılan biyoenformatik tahmin (biyoenformatik yaklaşım) (9). 

 

Genellikle hayvan miRNA’larının biyogenezi ve fonksiyonel mekanizması benzer 

olmasına rağmen bitki miRNA’larında birkaç farklılık görülmektedir. Bu farklardan ilki, 

bitki pre-miRNA’larının daha büyük ve daha fazla çeşitte stem-loop yapısına sahip 

olmasıdır. İkincisi, olgun bitki miRNA’ları tam komplementerliğe yakın hedef bölgeleriyle 

eşleşmektedir. Üçüncüsü hayvanlarda miRNA’lar genellikle mRNA’ların 3’UTR lerindeki 

birkaç hedef dizisini tanıyıp, translasyonel inhibisyona sebep olurken; bitki miRNA’ları 

genellikle kodlama bölgesindeki tek bir hedef bölgeyi tanıyıp, kesim yapmak için 

mRNA’ya yönlenmektedirler. Kodlama bölgesinde bulunan bitki miRNA hedeflerinin 

sadece birkaç bazında görülen yanlış eşleşme, bitki miRNA’larının small interfering RNA 
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(siRNA)’lara daha benzer aktivite gösterebildiğini akla getirmektedir (50). Diğer bir 

farklılık bitki miRNA’larının 5’ terminalinde ‘U’ nükleotidini daha fazla tercih etmesidir 

(49, 51, 52). 

 

Arabidopsis’te ilk kez rapor edilen miRNA’lar ağırlıklı olarak transkripsiyon faktörleri 

olan mRNA’ları (50) veya Dicer-like-1 (DICER) ve Argonaute1 (AGO1) gibi RNA 

interferans mekanizmasına ait faktörleri hedeflemektedir (13, 53). Arabidopsis’te daha 

sonra tespit edilen miRNA’lar farklı fizyolojik süreçlerde görevli proteinleri kodlayan 

mRNA’ları da hedeflemektedir. Daha sonraki zamanlarda bir sürpriz olarak miRNA’ların 

negatif düzenleyiciliğinden daha ileri fonksiyonları olduğu tespit edilmiştir. Örneğin 

miR173 ve miR390 Arabidopsis de ilk transkript kesim evresinde siRNA biyogenezine de 

yön verebilmektedir. Öngörülen birçok miRNA hedeflerinin bazıları onaylanmış, bazıları 

deneysel olarak doğrulanmıştır (8). Araştırmacılar, miRNA’ların hücresel birçok temel 

işlevin düzenlenmesinde görev aldığını ifade etmektedirler (9, 54). 

 

2.5. Bitkilerde miRNA’ların Biyogenezi ve Çalışma Mekanizması 

 

miRNA’lar, birbirini izleyen üç adımlık işlem süreci sonucunda meydana gelmektedir. İlk 

adımda miRNA genlerinden veya bazı intronlardan primer miRNA (pri-miRNA)’ların 

transkripsiyonu gerçekleşir. İkinci adımda pri-miRNA’lar prekürsör miRNA (pre-

miRNA)’lara nükleus içinde dönüştürülür. Üçüncü ve son adımda olgun miRNA’ların 

sitoplazma içinde oluşumu gerçekleşir (9).  
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Şekil 2.6. Bitkilerde miRNA’ların oluşumu ve çalışma mekanizması (Eldem et al. 

2013’den değiştirilerek alınmıştır) 

 

MikroRNA’lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi tarafından 

genomik DNA’dan veya intron bölgelerinden sentezlenmektedir. Pri-miRNA (500-3000 

baz), ‘cap’ ve ‘poli A’kuyruğuna sahip stem-loop yapısındadır. Pri-miRNA mikroprosesci 

adı verilen Dicer benzeri-1 tipi RNAz III (DCL1), serrate (SE), nükleer cap bağlama 

kompleksi (CBC) ve hyponastic leaves1 (HYL1) içeren kompleks tarafından işlenerek  

pre-miRNA oluşturulur. Bu işlemler D-body adı verilen bölgede olur ve işlem 

tamamlanıncaya kadar bir çeşit RNA bağlayıcı protein olan Dawdle (DLD) tarafından pri-

miRNA’nın ikincil yapısı stabilize edilir. miRNA: miRNA* dubleksinin 3’ ucuna hua 

enhancer1 (HEN1) tarafından metil takılılır. Böylece bu dubleks küçük RNA’ları degrede 

edici nükleaz (SDN) saldırısından korunmuş olur. Daha sonra bu yapı exportin-5 benzeri  

HASTY (HST) proteini tarafından sitoplâzmaya gönderilir (5, 9, 54). Dicer, pre-

CH3 

CH3 
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miRNA’nın stem-loop yapısı kestikten sonra, miRNA:miRNA* dubleksinden sadece birisi 

(5’ ucu daha kararlı olanı) RNA, RNA –indükleyici gen susturma (RISC) kompleksine 

(Argonaute, PAZ ve PİWİ) dahil olmaktadır. RISC kompleksinin içinde yer alan bir RNaz 

olan Argonaute’un etkisiyle bu iki iplikçikten uygun olanı seçilmektedir. Bu iplikçik 

kılavuz iplikçik (guide strand) olarak adlandırılmakta, diğer iplikçik RISC kompleksinin 

substratı olarak parçalanmaktadır (40). MikroRNA’lar, aktif RISC kompleksine entegre 

olduktan sonra,  Argonaute (AGO1) proteinleri yardımıyla hedef mRNA ile baz eşleşmesi 

yaparak, onun kesilmesine dolayısıyla yıkımına ya da protein translasyonunun 

baskılanmasına neden olmaktadır (5, 9). RISC kompleksi yapısında bulunan 3’ ucu 

kıvrılarak PAZ domainine tutturulmuş miRNA tarafından hedef mRNA tanınmaktadır. 

Hedef mRNA PIWI domaini ve miRNA arasındaki boşluğa yerleştirilmekte ve uygun 

miRNA nin 5’ ucundan 1-10 baz arasına komplementer olan mRNA kesilmektedir (Şekil 

2.6.). Daha sonra bu ikiye ayrılmış hedef mRNA, çoğunlukla sitoplazmada bulunan RNA-

bağlı RNA polimeraz (RdRP) aktivitesiyle ortaya çıkan ikincil siRNAda olduğu gibi 

XRN4 tarafından degrede edilmektedir. RISC kompleksi bilinmeyen bir mekanizma ile 

translasyonel inhibisyona da aracılık etmektedir (9, 40, 55). 

 

Pekçok miRNA geninin, öncelikle monokotil bir tür olan çeltik ve dikotil bir tür olan 

Arabidopsis thaliana’da korunduğu belirlenmiştir. Bryophytes den tohumlu bitkilere kadar 

geniş bir bitki spektrumunda class III homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP III) genine ait 

miRNA bağlanma bölgesinin korunması, 400 milyon yılı aşkın bir süredir miR166’nın 

aracılık ettiği posttranskripsiyonel düzenlemenin kopya edilebilen bir mekanizması 

olduğunu göstermektedir (56) Yine miR160 ve miR390 Polytrichum juniperinum 

yosununda tespit edilmiş ve klonlanmıştır. Bu durum temel olarak pek çok bitki 

miRNA’sının çiçekli bitkilerin ortaya çıkmasından önceki evrimsel süreçte değişmeden 

kaldığını göstermektedir (57). Tekli primer PCR amplifikasyonu ile, pek çok farklı bitki 

genomundan hairpin yapısı oluşturabilen sekans segmentlerinin pek çoğu elde 

edilebilmiştir. Aynı miRNA gen ailesine ait hairpin yapıları türler arasında korunmuştur 

(57). Ancak, bitki miRNA ailesinin büyük bir kısmı türler arasında farklılık 

göstermektedir. Bu farklılığın bitkilerde çeşitli spesifik süreçlerin düzenlenmesi için 

gerekli olduğu düşünülmektedir. Son zamanlarda yapılan bir çalışmada Allen ve 

arkadaşları Arabidopsis’de miRNA genlerinin evrimsel konumlarına dair fikir ileri 

sürmüşlerdir. Bu çalışma Arabidopsis’e ait bazı miRNA genlerinin son zamanlarda ortaya 

çıktığını ve monokot ve dikotlarda korunmadığını göstermektedir. Yeni bitki 
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miRNA’larının orijinleri açıklayan bir mekanizmaya göre transkribe olan genlerin  ters  

duplikasyonu  yeni miRNA’ları oluşturmuştur (58). 

 

2.6. Bitkilerde miRNA’ların Görevleri 

Bitki miRNA’ları organ gelişiminden (6-9), çiçeklenme zamanına (8-10), oksin  hormon 

cevabından (7, 9, 11, 12) miRNA regülasyonun düzenlenmesine (8, 9, 13) kadar bitkide 

gerçekleşen bir çok mekanizmada rol alır (Şekil 2.7.). Üstelik bunların yanında kuraklık (9, 

17, 59), soğuk, (9, 20) , patojen cevabı (9, 18) mineral-besin (9, 15, 16) ve hatta mekanik 

stres (21) gibi çeşitli stres yanıtında da görev almaktadırlar. Stres yanıtında görev alan ve 

stres sonrası bitkide meydana gelen morfolojik, fizyolojik ve metabolik adaptasyonlar 

Şekil 2.7.‘de (60) şematize edilmiştir. 

 

 
 

Şekil 2.7. miRNA’ların çeşitli stres koşullarında verdikleri yanıtlar (Khraiwesha et al. 

2012’den değiştirilerek alınmıştır). 
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Kök gelişimi, yaprak gelişimi ve morfolojisi, çiçek organ gelişimi ve çiçeklenme zamanı, 

tohum gelişimi ile ilgili miRNA’lar Şekil 2.8.’de ve bu miRNA’ların hedef genleri Çizelge 

2.1.’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 2.1. Kök, yaprak ve çiçek gibi ana organlarında fizyolojik olayları düzenleyen 

miRNA’lar ve hedefledikleri genler 

 
Kök Gelişim 

miRNA           Hedef gen 

Yaprak Gelişimi ve 
morfolojisi 

miRNA          Hedef gen 

Çiçek organ gelişimi ve 
çiçeklenme zamanı 

miRNA           Hedef gen 

Tohum gelişimi 

miRNA                 Hedef Gen 

miR390 

 

tas3, arf 

 

miR164 

 

nac1, cuc2 

 

miR164 

 

nac1, cuc2 

 

miR164 

 

nac1, cuc2 

 
miR164 

 

nac1, cuc2 

 

miR165/166 

 

hd-zip III gen 
ailesi, phb, 
phv 

 

miR165/166 

 

hd-zip III gen 
ailesi, phb, 
phv 

 

miR165/166 

 

hd-zip III gen 
ailesi, phb, 
phv 

 
miR160 

 

arf10, arf16 

 

miR159 

 

cin, tcp, 
gamyb 

 

miR159 

 

cin, tcp, 
gamyb 

 

miR159 

 

cin, tcp, 
gamyb 

 
miR171 

 

scl6 

 

miR156/157 

 

sbp box 

 

miR156/157 

 

sbp box 

 

miR156/157 

 

sbp box 

 
miR167 arf6, arf8 miR396 

 

grf 

 

miR171 

 

scl6 

 

miR160 

 

arf10, arf16 

 

  miR319 tcp4, 
lanceolate 

miR159 

 

cin, tcp, 
gamyb 

 

miR319 tcp4, 
lanceolate 

    miR172 

 

toe1, toe2, 
toe3, ids1, 
gloy15 

 

miR167 

 

arf6, arf8 

 

    miR169 

 

cbf-b/nf-ya 

 

miR397&miR528 

 

ao 

 

    miR167 

 

arf6, arf8 

 

miR319 tcp4, 
lanceolate 

    miR444 mads-box miR1530 tkt 

 

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

gelişim aşamalarının birbiri ardınca düzenlenmesinde çok önemli bir rol oynar. . 

Arabidopsis’de  yaşlılıkta yaprakta trikomlar görülür. Yapraklar daha daralmış, uzun ve 

tırtıklıdır. Yaşlanmış mısır (Zea mays) da  yaprakların şekli değişir, üretilen epidermal 
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mum depolanır, yapraklarda hücrelerin özelleşmesi ile tüyler oluşur. Arabidopsis’de de 

mısırda da bu değişimlerin nedeni miR156 ve miR172 nin antagonistik çalışmasıdır. Hem 

miR156’nın hedeflediği Squamosa Promoter Binding Protein-Like (SPL) hem de 

miR172’nin hedeflediği Apetala 2 (AP2) genleri aynı zamanda  transkripsiyon 

faktörleridir. miR156’nın miktarındaki artış miR172’nin azalmasına, yaşlılığın  ve 

çiçeklenmenin gecikmesi ile sonuçlanırken; miR172’nin ifadesinin artmasıyla olgun 

yaprak özelliklerinin erkenden görülmesi, erken çiçeklenme ile sonuçlanır (8-10, 61, 62). 

 

 

 

Şekil 2.8. Kök, yaprak ve çiçek gibi ana organlarda  biyolojik olayları düzenleyen 

miRNA’lar 

 

AP2 (Apetala 2), çiçek organlarının belirlenmesinde yer alan önemli bir gendir. AP2 

geninin mutasyonu  çiçek örtüsü organlarının yer değiştirmesine neden olmaktadır. AP2 

miR172 için komplementer bir bölge taşımakta ve miR172 tarafından negatif olarak 

düzenlenmektedir. Çiçek organları ve çiçeklenme zamanının belirlenmesinde görevli AP2 

genlerinin baskılanmasında miR172 kritik bir role sahiptir. miR172’nin sadece çiçeklenme 

de değil aynı zamanda soğuk stresinde de rol oynamaktadır. miR172’nin ifadesinin, +4 

o
C’de bekletilerek soğuk stresine maruz bırakılan Arabidopsis bitkisinde, strese maruz 

kalmamış bitkiye kıyasla 2 kat arttığı belirlenmiştir. Ayrıca kuraklık ve tuzluluk stresine 

maruz bırakılan tütün bitkisinde de miR172’nin ifadesinin arttığı  tespit edilmiştir (17, 63, 

64). 
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Bitkinin yaprak morfogenezi,  yaşlanma, çiçeklenme zamanı ve tohum gelişimi (Şekil 2.8.) 

gibi biyolojik süreçlerinde yer alan SBP (SQUAMOSA promoter binding protein) 

transkripsiyon faktör ailesi miR156 tarafından kontrol edilmektedir. Ayrıca kuraklık, 

tuzluluk, bor  fazlalığı, soğuk gibi biyotik stresler ile fungal patojenler gibi biyotik stresler, 

miR156’nın bitkide ki ifadesini değiştirmektedir (9, 17, 19, 21, 64-67).  

 

Oksin  bitki büyüme ve gelişmesinde kritik bir rol oynamaktadır. Gövdenin büyümesi, 

fototropik yanıtlar, apikal dormansi ve kök oluşumu gibi olayları yönlendirmektedir. 

Oksine bitki yanıtı oksin/indole-3-asetik asit (Aux/IAA) proteinleri, oksin cevap  faktörleri 

(ARFs) ve protein degredasyon yolağı komponentleriyle gerçekleştirilmektedir (68). Son 

yıllarda oksin sinyalinde görevli pek çok gen miRNA hedefi olarak doğrulanmış veya 

onaylanmıştır (7, 9, 65, 69-71). miR160’ın arf10, arf16 ve arf17 genlerini; miR167’nin ise 

arf6 ve arf8 genlerini transkripsiyon sonrası  düzenlendiği tespit edilmiştir. miR160’ın 

Arabidopsis de arf10 ve arf16 mRNA’larını hedefleyerek kök kaliptrası (kökte büyüme 

bölgesini örten koruyucu doku) oluşumunda da görev aldığı bilinmektedir (7, 69). Oksin 

cevap faktörlerinden arf6 geni miR160’ı indükleyerek arf17’ nin baskılanmasını sağlar 

çünkü bu genin bitkilerde aşırı ifade olması sonucu kök büyüme kusurları dahil, 

pleiotropik gelişim anormallikleri ortaya çıkarmaktadır (7). Arf17 geni ise miR167’yi arf6 

ve arf8’i koordine etmek için aktive eder. Bu iki miRNA (miR160 ve miR167) birbirlerini 

regüle ederek oksin hormonuna yanıtı sağlarlar. Bunun yanında oksin hormonu çiçek organ 

gelişimiyle de yakından ilişkilidir. Bu nedenle miR167’nin hedeflediği arf6 ve arf8 

genlerinin gynoceum ve stamen gelişiminde, bir de fertilite de rol alır. miR167’nin bitkide 

fazla ifadesi çiçek organında kusurlar oluşturur (9, 70, 72). Ayrıca miR167’nin zeytinde 

peryodisitenin düzenlenmesi (73) kuraklık, tuzluluk, soğuk, bakteriyal patojen gibi stres 

cevabında da rolü olduğu bilinmektedir (8, 9, 16, 17, 20, 63, 66, 71, 74, 75). 

 

 miR159’un hedef geninin MYB (myeloblastosis) transkripsiyon faktör ailesi olduğu 

doğrulanmıştır. miR159’un aşırı ifade olduğu transgenik bitkilerde fark edilebilir düzeyde 

fenotipik değişiklik gözlemlenmiştir. İlk olarak, çiçeklenmeye geçiş kısa gün koşullarında 

gecikmiştir. İkinci olarak bu bitkiler normal dışı anter gelişimi   sebebiyle döllenememiş, 

çoğalamamıştır (8). miR159/miR319 tohum büyüklüğü ve tohum gelişimi üzerinede 

etkilidir. miR159a ve miR159b nin her ikisinde meydana gelen bir mutasyon sonrası 

tohumların küçük ve şekilsiz olduğu gözlenmiştir (76). Tohum çimlenmesinde rol alan 
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myb33, myb101 genlerinin aktiviteleri miR159 tarafından baskılanmaktadır. miR159’un 

fazla ifadesi absisik asit karşı duyarlılığı arttırmaktadır. miR159 myb33, myb101 ve myb65 

transkripsiyon faktör genlerini hedefleyerek kuraklık, tuzluluk, bor  toleransı, bakteriyal 

patojen yanıtında da görev almaktadır (9, 63, 67, 71, 77). Ayrıca miR159’un hd-zip ve tcp 

transkripsiyon faktör genlerini doğrudan regüle ederek yaprak taslağının oluşumu ve 

gelişiminde rol oynadığı da bilinmektedir (78). Bu miRNA’nın zeytinde yaprakta meyve 

dokusuna oranla daha fazla ifade edildiği gösterilmiştir (73)  

  

Arabidopsis’de NAC-domain transkripsiyon faktör genleri olan  (CUP-SHAPED 

COTYLEDON1(CUC1), CUC2, NAC1, AT5G07680 ve AT5G61430) genleri, miR164’ün 

hedefleridir (8). miR164 ün aşırı ifade olması; çiçek organ füzyonuna ve kotiledon 

füzyonuna, yan köklerin çıkışında azalmaya neden olmaktadır (7, 11, 79). CUC1 geninin 

aşırı ifade olması durumunda ise sepal miktarında azalma, petal miktarında azalma, geniş 

yaprak oluşumu ve embriyonik gelişimde başkalaşmaya sebep olmaktadır (7, 8) Ayrıca 

miR164’ün  kavak da mekanik stres yanıtında görev aldığı da belirlenmiştir (21). Ayrıca 

şeftali  kök ve yapraklarında bu miRNA’nın ifade seviyesinin susuzluk stresine bağlı 

olarak azaldığı tespit edilmiştir (71). 

 

miR319 Arabidopsis’te miRJAW olarak adlandırılmakta, TCP adlı bitkiye özgü 

transkripsiyon faktör genlerini hedeflemektedir. Tcp4 geni aşırı ifade olduğunda anormal 

bir yaprak morfolojisi ortaya çıkmaktadır. Bu geni hedefleyen miR319 fazla ifade olursa 

süper birleşik yapraklar oluşmaktadır. Yine TCP gen ailesinden olan cincinnata (cin) geni 

düz yaprak oluşumu sırasında hücre bölünmesinin regülasyonunu sağlar (9). Yine miR319 

tarafından hedeflenen TCP (TEOSINTE BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF), transkripsiyon 

faktör ailesi jasmonik asit biyosentezini kontrol etmektedir. Çeşitli lipoxygenaz genleri 

arasından özellikle LOX2’nin TCP tarafından regüle edildiği belirlenmiştir (80, 81). 

miR319’un fazla ifade olması yaşlı yapraklarda çok ifade olunan ve hedeflenen TCP4 gen 

ürünün azalmasına neden olur. Böylece bitki daha uzun süre yeşil kalır. miR319 tarafından 

regüle edilen TCP genleri yaprak gelişimini olumsuz yönde, yaşlanmayı ise olumlu yönde 

düzenlemektedir ve bort fazlalığında dayanıklı arpa bitkisinde kök dokusunda oldukça 

fazla ifade edildiği gösterilmiştir (67, 80, 81). 

 

Bitkilerde damarlanmanın oluşumu provasküler hücrelerin oluşumu ile başlar. Daha sonra 

prokambium gelişir. Damar gelişiminde HD-ZIP transkripsiyon faktör ailesi rol oynar. Bu 

ailede yer alan athb15, athb8, phavoluta (phv), phabulosa (phb) ve revoluta (rev), genleri 
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miR165 ve miR166 tarafından regüle edilmektedir. miR166a’nın fazla ifadesi sonucu 

athb15 mRNA miktarı azalır ve kambial/prokambial hücrelerinde hızlı bir değişiklik 

gözlenir. Bunun sonucu ksilem dokusu ve interfasküler bölgesi genişletilmiş bir damar 

sistemi ile karşılaşırız. miR165/166’nın çiçek gelişiminide etkilemektedir. Bu miRNA’nın 

fazla ifade olması çiçek gelişiminde eksikliklerin oluşmasına neden olmaktadır (7, 9, 82, 

83). Zeytin bitkisinde yaprakta meyve dokusuna göre çok daha fazla miktarda bu 

miRNA’nın ifade edilmesi ayrıca gelişimindeki rolünü doğrulamaktadır (73). Tuzluluk, 

soğuk, kuraklık, kadmiyum, bori, fungal ve bakteriyal patojen gibi streslere bitkinin 

yanıtında da miR166 ‘ya rastlanmaktadır  (9, 17, 19, 20, 64, 65, 67, 75). 

 

Küçük RNA oluşumunun düzenlendiği yolakdaki DCL1 ve AGO1 proteinleri miRNA 

biyogenesizi ve fonksiyonunda görevli olan iki önemli proteindir (5). Pri -miRNA dan 

miRNA oluşturan molekül DCL1 enzimidir ve sonrasında ortaya çıkan ürün RISC için 

önemli bir komponenttir. Bu yolakda görevli genleri hedefleyen miRNA’ların olduğu 

bilinmektedir. miRNA oluşumu için gerekli DCL1, miR162 için bir bağlanma bölgesi 

bulundurmaktadır (53). Aynı şekilde AGO1 geni miR168 in hedef genidir (84). AGO1 in 

aşırı ifade edilmesi miR168 in fonksiyonunu etkilemektedir (13). Bunlarla beraber 

miR168’in kuraklık ve tuzluluk gibi çevresel streslerin varlığında bitkide fazla ifade 

olduğu belirlenmiştir (74). 

 

Çeşitli çevresel koşullarda   yetişen bitkiler çevresel streslere adapte olmak için evrimsel-

karmaşık mekanizmalar geliştirmişlerdir. Bu durumdan sorumlu pek çok miRNA’nın 

olduğu tahmin edilmektedir ve bazıları abiyotik ve biyotik stresler, oksidatif stres, ağaç 

türlerinde mekanik stres, mineral madde  stresi ve diğer çevresel uyarıcılar olarak bilinen 

pek çok stres yanıt tipinde deneysel olarak doğrulanmıştır (8). Klonlama stratejisiyle, 

büyük miktardaki miRNA’lar soğuk, kuraklık, tuzluluk ve bitki stres hormonu absisik asit 

(ABA)’in muamele edildiği Arabidopsis fidelerinden elde edilen küçük RNA 

kütüphanelerinden tespit edilmiştir (14). Birkaç miRNA’nın ifadesinde bir veya daha fazla 

stres uygulanmasıyla beraber artma veya azalma görülmüştür. miR393 NaCl, soğuk, 

kuraklık ve ABA uygulamasıyla yüksek oranda  ifade olurken; miR397b ve miR402 tüm 

stres uygulamalarında hafif şekilde ifade olmuş, miR319c ise soğuk stresiyle aşırı ifade 

olmuş ancak kuraklık, NaCl veya ABA streslerinde bu duruma rastlanmamıştır (8). 

miR397, miR408 ve miR444 gibi bazı miRNA’ların bor fazlalığında arpa bitkisinde stres 

cevabı oluşturulmasında önemli rolleri olduğu gösterilmiştir (67) 
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Günümüze kadar miRNA ile ilgili yapılan fonksiyonel genetik çalışmaları bitki 

miRNA’larının birçok gelişim evresinde çok önemli roller oynadığını göstermiştir. Ayrıca 

abiyotik ve biyotik strese bitkinin verdiği tepkide miRNA’lar önemli bir yere sahiptir. 

Tohum çimlenmesi,  çiçeklenmenin başlaması, tohum üretimi gibi bitkinin gelişim 

sürecinde meydana gelen geçişleri düzenleyen moleküler mekanizmalar bir çok araştırıcı 

tarafından aydınlatılmaya çalışılmıştır. Gelişim dönemlerini  düzenleyen oyunculardan 

birinin de miRNA’lar olduğu belirlenmiştir. Ayrıca organ oluşumu (yaprak, çiçek 

oluşumu, kök gelişimi), siRNA mekanizmasının düzenlenmesi, stres (tuzluluk, kuraklık, 

mekanik, besin açlığı ve fazlalığı, patojen) cevabına yanıt, metabolizma, sinyal iletimi, 

peryodisite düzenlenmesi ve protein degredasyon prosesi gibi olaylar da miRNA’ların 

önemli fonksiyonlarındandır (9, 17, 19, 20, 65, 67, 71, 73-75, 85). 

  

2.7. Bitkilerde miRNA’ların Tanımlanması ve İfade Düzeylerinin Ölçülmesi 

 

Moleküler genetik çalışmalarında genel olarak kullanılan geri (reverse) ve ileri (forward) 

genetik adı verilen iki temel yaklaşım bulumaktadır. ‘Reverse’ genetik yaklaşımında dizisi 

bilinen genlerin işlevleri ve bunların fenotipe yansımaları araştırılır. ‘Forward’ genetik ise 

klasik bir yaklaşım olup bilinen fenotip özelliklerinin hangi genler tarafından belirlendiğini  

araştırır. 

 

 miRNA ile ilgili yapılan araştırmaların birçoğu ‘reverse’ genetiğin iki ana stratejisi 

kullanılarak yapılmaktadır. Bunlar [1] deneysel (uygulamalı) ve [2] bilgisayar tabanlı 

(biyoenformatik) yaklaşımlardır. Üçüncü bir yaklaşım olan ‘forward genetik’ ise nadiren 

kullanılmaktadır (5). 

 

2.8. Bitkilerde miRNA’ların Biyoenformatik Olarak Bulunması 

 

Bitkilerde ve hayvanlarda yeni miRNA’ların keşfi için kullanılan en güncel metodlar 

biyoenformatik araçlar kullanılarak uygulanan yöntemlerdir. Biyoenformatik yaklaşım 

temelde hızlı, etkin, nispeten daha ucuz bir metod olarak miRNA’ların ve onların hedef 

genlerinin saptanması için kullanılmaktadır. Bu yaklaşımın ardında ki ana teori tek bir 

genom içerisinde daha önce bulunmuş ve dizisi bilinen miRNA’larıın homologlarının 

aranmasıdır. miRNA’ların dizi ve yapılarındaki korunmuşluk sayesinde daha önce tespit 

edilen miRNA’ların başka bir canlı genomunda olup olmadığı biyoenformatik yöntemlerle 

çok hızlı bir şekilde aranabilmektedir. Bugüne kadar bu yöntemle yapılan bir çok çalışma 
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vardır (1, 9, 85). Bu çalışmalar bitkilerde 20- 24 nükleotitlik miRNA’ların korunmuş 

olduğunu ve hedef gen ile çok yüksek oranda komplementerlik sağlamakta olduğunu 

göstermiştir. Bu komplementerlik sayesinde bilinen hedef transkript mRNA’nın miRNA 

adayı kolaylıkla belirlenebilmektedir. Diğer taraftan miRNA’ların prekürsor (pre-miRNA) 

yapılarının pri-miRNA yapısına göre daha çok korunduğu da ortaya çıkmıştır. Günümüzde 

kullanılan biyoenformatik araçları kullanmak için hem olgun miRNA sekansındaki 

homoloji ve korunmuşluk hemde ikilcil yapıdaki benzeşmeler çok iyi bilinmelidir (Şekil 

2.9..) (1). Öteyandan bu yöntemle türe özgü miRNA’nın bulunması mümkün değildir (5, 

86). 

 

 

Şekil 2.9. Pre-miRNA yapısındaki benzerlik, olgun miRNA yapısındaki homoloji. B. 

distachyon türünde yeni saptanmış miRNA169a ile miRBase’ de yer alan diğer türlere ait miRNA 169a nın 

örtüştürülmesi ile korunmuşluk ve benzerlik daha net anlaşılmaktadır (Unver and Budak 2009)  . 

 

Biyoenformatik olarak miRNA tespit edilmesine yardımcı olan birçok yazılım 

bulumaktadır. Bunlardan en çok kullanılanları kısaca; 

 

miRBase, halihazırda bilinen tüm miRNA’ların yer aldığı bir bankadır. Ağustos 2012 

itibariyle 19. versiyonu yayınlanmıştır. Bu versiyonda 193 türe ait 25141 olgun miRNA 

sekansı yer almaktadır. 67 bitki türünde toplam 5940 bitki olgun miRNAsı kaydedilmiştir. 

Bunlardan bazıları 338 Arabidopsis thaliana, 369 Populus trichocarpa, 708 Oryza sativa, 

16 Saccharum officinarum, 42 Triticum aestivum, 321 Zea mays, 64 Citrus sinensis, 207 

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

 

RNA mFold, tek zincirli RNA veya DNA iplikçiğinin ikincil yapısının öngörülmesi için 

hazırlanmış bir algoritmadır. Vienne RNA yazılımı altında çalışmaktadır. RNA yapısının 

http://www.mirbase.org/
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analizi, dizayn edilmesi ve alacağı ikincil yapıının tespit edilmesi bu programla 

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

 

Olgun miRNA ve pre-miRNA’ların tespiti için bazı kriterlere uygunluk aranmaktadır. Bu 

kriterler kısaca; [1] olgun miRNA uzunluğu 19-24 nükleotid arasında olmalıdır, [2] 

minimum katlanma enerji indeksi (MFEI) 0,67 ‘den büyük ve negative katlanma enerjisi 

(MFE) maksimum -15 kcal/mol olmalıdır, [3] pre-miRNA üzerindeki  olgun miRNA dizisi 

bir ilmek yapısı oluşturmamalı ve stem loop yapısındaki pre-miRNA’nın kollarında yer 

almalıdır, [4] pre-miRNA yapısında miRNA ve komplementeri (miRNA*) arasında 6 dan 

fazla nükleotidde yanlış eşleşme olmamalıdır, [5] pre-miRNA uzunluğu 60 nükleotidden 

kısa olmamalıdır, [6] pre-miRNA’da G+C yüzdesi 24-71 arasında olmalıdır (85, 88-91). 

MFEI değeri aşağıda verilen formülle hesaplanmaktadır. 

 

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

 

 micro-HARVESTER, araştırıcı tarafından programa girilen dizilerr içerisinde miRNA 

homologlarını bulan bir biyoenformatik araçtır (www.ab.inf.uni-

tuebingen.de/software/microHARVESTER, 2013) . Bu metod çok hassas bir yaklaşımla 

miRNA adaylarını tanımlanır. Bu programda ilk adımda BLAST araması yapılarak ön 

miRNA adayları belirlenir. Ardından bitki miRNA’larına özgü bir dizi spesifik 

karekterlere göre tekrar adaylar arasında eleme yapılır (92).  

 

Bir bitkinin mevcut Expressed Sequence Tag (EST) ve Genomic Survey Sequence (GSS) 

dizileri içerisinde daha önce tanımlanan miRNA dizileri homologlarının bulunması Şekil 

2.10.’de (5) şematize edilmiştir. Kısaca istenen bitkiye ait EST verileri GenBank, (National 

Center for Biotechnology Information, NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ‘dan alınır. 

Daha once belirlenmiş olan miRNA dizileri BLAST algoritması da kullanılarak. EST ve 

/veya GSS içerisinde taranır. miRNA dizisi ile EST den gelen sekanslar arasında 3’den 

fazla yanlış eşleşme olmamalıdır.  Daha sonra tekrar dizileri ile protein kodlayan diziler, 

ön seçimi yapılan pre-miRNA adayları arasından çıkarılır. Daha önce belitilen kriterler 

kullanılarak mFold programında ikinci yapılar öngörülür. 

 

 

 

http://www.rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold,cgi
http://www.ab.inf.uni-tuebingen.de/software/microHARVESTER
http://www.ab.inf.uni-tuebingen.de/software/microHARVESTER
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ve/veya 

 

  

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.10. Bir bitkinin EST ve/veya GSS içerisinde pre-miRNA ve olgun miRNA 

yapılarının bulunması (Unver et al. 2009’dan değiştirilerek alınmıştır) 

NCBI’dan organizmaya ait EST   NCBI’dan organizmaya ait GSS 

miRBase de yer alan tüm olgun bitki miRNA dizileri 

BLAST algoritma parametrelerinin 

kullanılması 

Protein kodlayan dizilerin 

uzaklaştırılması için BLASTX’in 

uygulanması 

Tekrar dizilerinin ve 4 yanlış eşleme 

gösteren sekansların uzaklaştırılması 

mFold veya RNAfold yazılımları yardımıyla  aşağıdaki 

kriterler de gözönüne alınarak İkincil yapının öngörülmesi 

* pre-miRNA uzunluğu minimum 60 nükleotid olmalı 

*miRNA ve miRNA* arasında 6 nükleotidden fazla yanlış eşleşme 

olmamalı 

* ikincil yapının maksimum −15 kcal/mol sebest enerjisi olmalı 

*pre-miRNA G+C yüzdesi 24 – 71 arasında olmalı. 

 *MFEI değeri 0,67’den büyük olmalı 

 

 

pso-MIR 414 

Pre-miRNA uzunluğu: 123 

%G+C: 63.47 

MFE [∆G (kcal/mol)]: -35.9 

MFEI:0.82 
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Biyoenformatik yöntemlerle belirlenen miRNA adayları deneysel yöntemlerlede 

doğrulanmalıdır. Papaver somniferum’un 20,382 adet EST’si içerisinde 1,328 adet bilinen 

olgun miRNA’lar  aranmış ve 20 adet haşhaşda ifade olan miRNA tespit edilmiştir. 

Aralarından seçilen bazı miRNA’ları (pso-miR397a, pso-miR414, pso-miR171b, pso-

miR169a ve pso-miR167) deneysel olarak teyit etmek için qRT-PCR yöntemi kullanılmış. 

Biyoenformatik olarak bulunan 20 miRNA’nın ,biyoenformatik olarak 41 adet hedef geni 

tespit edilmiştir Kök ve yaprak dokularında ifade düzeyleri belirlenen bu miRNA’ların 

olası hedef genleride qRT-PCR ile teyit edilmiştir. (91). 

 

Asya pamuğu (Gosspium arboreum L.) diploid pamuk türlerinden biridir. Aralık 2011, 

tarihi itibariyle NCBI EST’de 41,781 Asya pamuğu EST si mevcuttur. Bu EST verileri  

içinden biyoenformatik olarak 49 miRNA ailesine ait 73 miRNA tespit edilmiştir. Bu 

miRNA’lardan bazıları (miR156, miR172 ve miR399) seçilerek qRT-PCR ile deneysel 

olarakta ispat edilmiştir (93).  

 

Leguminosea familyasında olan soya fasülyesi rizobial bakterilerden olan Bradyrhizobium 

japonicu ile simbiyoz bir ilişki kurar. Böylece bitki köklerindeki nodüllerde azot 

fiksasyonu gerçekleşir. Soya fasülyesi köklerinden izole edilen RNA ile küçük RNA 

kütüphanesi oluşturulmuştur. Yaklaşık 35,000 küçük RNA dizilenmiştir. Ayrıca soya 

fasülyesi EST’side kullanılarak biyoenformatik olarak 55 miRNA ailesi tepit edilmiştir. 

Bazı miRNA’ların (miR166, miR168, miR396, miR398) 5’RLM-RACE yöntemiyle hedef 

genleri deneysel olarak da belirlenmiştir (94). 

 

2.9. Bitkilerde miRNA’ların Moleküler Yöntemlerle Deneysel Olarak Bulunması 

 

Bitkilerde deneysel metotlara kıyasla biyoenformatik metotlarla miRNA’ların 

tanımlanması hem hızlı, hem ucuz hemde kolaydır. Ayrıca biyoenformatik metotla bulunan 

miRNA miktarı ilgili bitkinin gen bankasında ki EST veya GSS miktarı ile doğru 

orantılıdır. Her ne kadar deneysel yöntemlerle miRNA bulmak zor  ve pahalı olsada, türe 

ve dokuya özgü miRNA’ların bulunması, bulunan miRNA’ların çeşitli dokulardaki ifade 

miktarı ve bitkilerin tüm miRNA profillerinin çıkarılması deneysel metodlarla 

mümkündür. 
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Deneysel yöntemlerin başlıcaları şunlardır: [1] Doğrudan klonlama ve küçük RNA 

kütüphanelerinin dizilettirilmesi, [2] miRNA saptama ve ölçme metodları; (a) End-point 

PCR, (b) SYBR Green 1 analizi, (c) miRNA TaqMan URL prob deneyi, [3] miRNA 

mikroarrayi; [4] yüksek performanslı yeni nesil derinlemesine dizileme; [5] ‘forward’ 

genetik (5, 9) 

 

2.9.1. Küçük RNA’ların Doğrudan Klonlanması 

 

Doğrudan klonlama yapılabilmesi için öncelikle 6 aşamadan oluşan cDNA kütüphanesinin 

kurulması gerekmektedir. Bu aşamalar kısaca; [1] bitki dokusundan total RNA izolasyonu 

ve küçük RNA’larca zenginleştirilmesi; [2] küçük RNA’ların akrilamit jelde ayrılarak geri 

kazanımı; [3] küçük RNA’ların 3’ ve 5’ uçlarına adaptörlerin bağlanması; [4] ‘reverse’ 

transkripsiyon, RT-PCR ile küçük RNA’ların cDNAya çevrilmesi; [5] elde edilen 

cDNAların klonlanması ve [6] dizilemedir (Şekil 2.11) (95) 

 

  

 

Şekil 2.11. Küçük RNA’larRNA’ların (sRNA) klonlanması 

(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’ların qRT-PCR ile Tanımlanması ve Ölçülmesi 

 

Klasik PCR’a göre bir çok avantajı (hassaslık, spesifiklik, doğruluk, pratik kullanımı) olan 

qRT-PCR, deneysel olarak miRNA’larRNA’ların saptanıp ölçülebileceği en uygun 

metottur. (5, 9, 85, 91, 96). Bu yöntemle 25 pg (pikogram) kadar az total RNA kullanarak, 

etkin ve doğru sonuçlar almak mümkündür. Bu yöntem RNA izolasyonu olmadanda tek 

hücrelerde miRNA’larRNA’ların hızlı kantifikasyonu içinde kullanılır (9). Ayrıca 

mikroarray ve derinlemesine dizileme yöntemlerine göre daha ucuzdur. Bütün bu 

özelliklerin yanında qRT-PCR’ın kullanımında bazı önemli kısıtlamalar mevcuttur. 

Aslında bu kısıtlamalrın bir çoğu miRNA’nın doğal yapısından kaynaklanmaktadır. 

Bunlar; olgun miRNA’nın kısa (19-24 nt) olması, olgun miRNA’larRNA’lardaki GC 

miktarındaki heterojenlik miRNA’larRNA’ların erime sıcaklığı arasında büyük farklılıklar 

oluştturması, olgun miRNA’nın reverse transkripsiyonun poly-A gibi bariz bir özelliği 

olmamasından dolayı zor olması ve aynı ailede yer alan miRNA’larRNA’ların sadece 

birkaç baz farklılığa sahip olmalarından kaynaklanır (9, 97, 98). 

 

Spesifik olmayan çift zincirli DNA’ nın çoğaltımında ‘SYBR Green I’ yöntemi kullanılır. 

Bu yöntemde kullanılan floresan boya sadece çift zincirli DNA’ ya bağlandığından çoğalan 

DNA miktarındaki artışa paralel olarak ‘real-time’ PCR cihazında okunan floresanın 

miktarı da eş zamanlı olarak artar. ‘SYBR Green I’ en fazla kullanılan boya çeşitidir ve 

497 nm dalga boyunda yükseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Çift sarmal 

DNA’ nın küçük oluğuna bağlanan boya 30 amplifikasyon döngüsü sonrası yalnızca 

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

 

Çoğaltılan DNA’ nın istenilen hedef bölge olup olmadığını anlayabilmek için DNA’ ların 

erime eğrisi analizleri (‘melting curve’, ‘dissociation’) yapılması gerekmektedir. Erime 

eğrisi analizi için qRT-PCR cihazı PCR tüplerini yavaşça ısıtmaya başlar. Çift zincirli 

DNA birbirinden ayrılmaya başladığında (melting temperature= Tm) floresan boya serbest 

kalır ve okunan floresan miktarı da düşer. Her bir DNA’ nın belirli bir erime sıcaklık (Tm) 

derecesi vardır. Bu erime sıcaklığı çoğalan DNA parçalarının uzunluğuna ve içerdiği 

GC/AT oranına bağlıdır. Spesifik olmayan ürünlerin çoğalmasında (primer dimerlerinde) 

aranılan DNA parçasının Tm derecesi arasında farklılıktır. Tm derecesinin farklı olması 

her ürünün kendine özgü uzunluğu ve gen dizisi içermesindendir (100).  
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miRNA saptama ve ölçme yöntemlerinden olan ‘End Point PCR’ yönteminde RNA’dan 

oluşturulan cDNA, template olarak kullanılır. PCR tamamlandıktan sonra jel elektroforezi 

yapılarak, bant boylarından beklenen sonuç yakalanmaya çalışılır. Etkinliği düşüktür. 

Ölçümler diğer yöntemlere göre hassas değildir (9, 96, 101). Şekil 2.12.’da (96) bu yöntem 

kısaca şematize edilmiştir. 

 

  

 

Şekil 2.12. End-point PCR’in şeması (Varkonyi-Gasic et al. 2007) 

TaqMan URL prob da bir çeşit eş zamanlı PCR (real-time PCR)’ dır. Hedefe özgü problar 

kullanılmaktadır. Burada problarla testin özgüllüğü artırılmıştır. Problardan biri 3’ ucundan 

floresans boya ile işaretli (donör boya), diğeri 5’ ucundan alıcı boya (acceptor dye) ile 

işaretlenmiştir. Problar hedef amplikonlar üzerinde birbirine yakın (1-5 nükleotit uzaklıkta) 

yere bağlanmakta ve işaretli uçlar yan yana gelmektedir. İki boyanın yan yana gelmesiyle 

açığa çıkan enerji ikinci prob üzerindeki alıcı boyayı etkileyerek floresans oluşumuna yol 

açmaktadır (5) (Şekil 2.13.) (9, 96).  



29 

 

 

 

Şekil 2.13. TagMan URL Prob analizi (A) . Yeşil renkli daire probun olduğu kısımdır 

SYBR GREEN analizi (B) (Varkonyi-Gasic et al. 2007, Eldem et al.2013). 

 

Yakın bir zaman önce Varkonyi-Gasic ve ark.(2007), bitkilerde etkin olarak çalışan bir 

metod ileri sürmüşlerdir. miRNA saptamak ve ölçmek için uygulanan metod temelde iki 

aşamadan oluşur. İlk aşamada, bir stem-loop RT primeri dizayn edilir, bu primer ise 

ölçülmesi amaçlanan miRNA’ya yapışarak onun üzerinden cDNA sentezlenir. İkinci 

aşamada ise özel olarak miRNA için hazırlanan ileri primeri ve stem-loopa uygun olan 

universal geri primeri ile özel bir qRT-PCR reaksiyonu yapılır (96) (Şekil 2.12). 

 

2.9.3. miRNA’larRNA’ların Derinleme Dizileme (miRNA-Seq) ile Tanımlanması 

 

 RNA analizinde devrim olacak derinlemesine dizileme tekniği aslında global olarak DNA 

molekülünün bir çok platform tarafından sekanslanmak istenmesi esnasında bulunan bir 

teknikdir. İlk genom projeleri başlatıldığında 120 milyon bazlık D. melanogaster 

genomunun tamamlanması birkaç yılda tamamlanmıştır. . Günümüzde ise aynı D. 

melanogaster genomu birkaç günde okunabilmektedir. ‘RNA-Seq’ adı verilen 

transkriptom analizinde kullanılan bu teknikle DNA fragmentleri çok hassas ve güvenli bir 
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şekilde defelarca okunabilir. İlgili transkriptin moleküler hibridizasyon ile yakalanması 

yerine başlangıç materyai içerisinde olan ilgili transkriptler dizilenir. Bu diziler tekrar 

referans genoma göre haritalanır. Transkriptin kaç defa okunduğu ise araştırıcıya ilgili 

genin ekspresyon seviyesini gösterir (102, 103). 

 

Derinlemesine dizileme sistemi geliştirilmeden önce miRNA’larRNA’lar klonlama ve 

biyoenformatik yöntemlerle bulunuyor ve miRBase gibi açık veritabanlarında 

depolanıyordu. Yeni türlere ait miRNA’larRNA’ların bulunması önceden bulunan 

miRNA’larRNA’ların dizileri ile mümkün olmaktaydı. Bu durumun tam tersine 

derinlemesine dizileme ile miRNA’larRNA’ların bulunması için önceden herhangi bir 

miRNAdizisinin biinmesine gerek yoktur. miRNA-Seq olarak adlandırılan ve yeni nesil 

dizileme yöntemlerinden olan bu metodla türe spesifik ve doku spesifik 

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

 

miRNA-seq çalışması iki aşamada gerçekleştirilir. Öncelikle küçük RNA kütüphaneleri 

oluşturulur ve dizilemeler yapılarak elde edilen veri üzerinden analiz yapılır. Bu yöntem 

Şekil 2.14. (104) ve Şekil 2.15.’de (105) kısaca şematize edilmiştir. 
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Şekil 2.14. miRNA-seq için küçük RNA kütüphanesinin hazırlanması 

(http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=File:Miran-seq-library-prep.pdf, 2013 

değiştirilerek alınmıştır). 

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=File:Miran-seq-library-prep.pdf
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Şekil 2.15. Adım adım miRNA’ların derinlemesine dizileme yöntemiyle bulunması 

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

 

Küçük RNA kütüphanelerininn kurulması (a) total RNA izolasyonu; (b) jel elektroforez ile 

küçük RNA’larRNA’ların büyüklüklerine göre ayrılması; (c) adaptörlerin bağlanması; (d) 

revers transkripsiyon ve PCR ile çoğaltım basamaklarından oluşur. Oluşturulan 

kütüphanelerin okumaları tamamlandıktan sonra önce temel düzeyde, sonra ileri düzeyde 

veri analizi yapılır (Şekil 2.14.) Her RNA parçasına, dizisi önceden bilinen ‘taq’lar 

takılarak okumalar yapılmıştır. Daha sonra 3’ adaptörleri, kontaminantlar ve düşük 

kalitedeki okumalar temizlenir. Uzunluklarına göre bu okumalar ayrı. Normalde küçük 

RNA uzunluğu 18-30 nt arasındadır. Uzunluğa göre ayırım küçük RNA katagorilerinin 

görülmesini sağlar. . Mesela mi RNA’lar normalde 21 nt veya 22 nt, siRNA 24 nt ve 

http://www.genomics.cn/en/index
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piRNA ise 30 nt uzunluğundadır. miRNA adayları ayrıca NCBI ve RFAM gibi 

veritabanlarında da taranarak, diğer RNA türlerinden ayrıştırlır. Sınıflandırılamayan küçük 

RNA’lar potansiyel miRNA adaylarıdır. Biyoenformatik yöntemler kullanılarak (mFOLD, 

http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold, 2013) bu dizilerin ikincil yapıları öngörülmeye 

çalışılır (67, 71, 73, 106-108). 

 

Bu analizler yapılırken bir çok program kullanılır. Referans genom ile küçük RNA’ların 

örtüştürülmesi ise Linux işletim sistemi üzerinden çalışan ‘SOAP’ adlı program ile 

yapılmakta ve küçük RNA’ların ekspresyonu ve genomdaki durumları analiz edilmektedir. 

Küçük RNA’ların bilinen miRNA’lar ile de örtüştürülmesi yapılr. En son 19. versiyonu 

yayınlanan miRBase veritabanının miRNA’lar kullanılarak bilinen miRNA’lar ayrılır. Türe 

ait hiçbir miRNA yoksa yakın ilişkili diğer türlerde yer alan miRNA aileleri türün küçük 

RNA okumaları içerisinde ‘tag2miRNA’ programı kullanılarak tarama yapılır. Küçük 

RNA’ların bir tekrar bölgesiyle örtüşüp örtüşmediğinin analizi için ‘hg18’ veritabanında 

yer alan tekrarlar kullanılır. Bunun için ‘tag2repeat’ programı kullanılır. Küçük RNA’lar 

içerisinden 22-24 nt uzunluğundaki çift iplikli siRNA’ları bulmak için yapısal 

özelliklerinden (bir iplik diğeriden 3’bölgesinden 2 nt daha uzundur) faydalanılır. Tüm 

küçük RNA’lar birbirleri ile örtüştürülür. Pre-miRNA yapısnın bulunması karakteristik 

hairpin yapısına göre olmaktdır. Yeni miRNA’ların küçük RNA’lar içerisinden seçilmesi ı 

için ‘Mireap’ programı kullanılır. ‘Vienna RNA Stracture’ programı kullanılarak ikincilr 

yapı, Dicer kesim bölgesi ve sınıflandırılamamış ama genom da yeri bulunmuş pre-

miRNA’nın minimum serbest enerjisi gibi kriterler üzerinden yeni miRNA tespit edilir 

(105). 

 

2.9.4. miRNA’lara Ait İfade Düzeylerinin miRNA Mikroarrayi ile Karakterizasyonu 

 

DNA mikroarray, naylon membran veya cam gibi katı yüzeylerin üzerine iki boyutlu 

düzende sıralanıp immobilize olan prob temelli bir yöntemdir. Problar cDNA veya 

oligonükleotit dizileri şeklinde spotlanmış ve organizma, gen, genetik varyant (mutasyon 

veya polimorfizm) veya intergenik bölge için özgül olarak dizayn edilmiştir. Katı substrat 

üzerine çeşitli sayıdaki farklı problar immobilize olurken, problar çoklu kopyalar şeklinde 

yer almaktadır. DNA mikroarrayler DNA çipleri olarak da adlandırılmaktadır (109).  

 

http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold
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Yüksek işlem hacimli teknikleri içinde mikroarray çok önemli bir yere sahiptir. Bu 

teknikle bir genomdaki kodlanmış ve/veya küçük kodlanmayan genlerin ifadelerindeki 

değişiklikler sadece tek bir çalışma ile belirlenebimektedir. Diğer nükleik asit 

hibridizasyon tekniklerine göre bu metod çok çeşitli moleküler biyoloji alanlarında 

kullanılabilmektedir (9).  

 

Genomik ölçekte genlerin ifade profillerinin tespit edilmesi için sıkça kullanılan 

mikroarray tekniği sayesinde araştırıcılar transkripsiyonal seviyede meydana gelen 

değişimleri kolayca belirleyebilmektedirler. Hastalıklarda olduğu gibi karmaşık fizyolojik 

ve patofizyolojik olaylar mikroarray tekniği kullanılarak daha kolay çözülmektedir (110). 

İnsan da zekâ geriliğinin genom profili (111), ülseratif kolit (UC) ve Crohn hastalığındaki 

(CD) doku gen ifade profili (112); Arabidopsis (113),  pirinç (114), mısır (115), çilek (116) 

gibi bitkilerin farklı koşullardaki gen ifade profillerinin belirlenmesinde hep bu teknik 

kullanılmıştır. 

 

Mikroarrayin kullanıldığı bir diğer alan ise DNA polimorfizmi ve bireyler arasında 

değişiklik gösteren SNP (tekli nükleotid polimorfizmi) nin belirlenmesi ve ölçülmesidir. 

Mikroarray çipler tek bir baz çiftindeki bir değişikliği saptayabilecek kadar hassas 

olduklarından genetik mutasyonlar, viral genomlar ve onkogenezdeki varyasyonlar ya da 

gen polimorfizmi analizinde etkilidir (112). Neisseria gonohorroeae’nın siprofloksasin 

direncinden sorumlu iki geninde bulunan beş mutasyon, mikroarray teknolojisi ile 

çalışılmış ve sonuç olarak mikroarraylerin nokta mutasyonlarını yakalama becerisinin 

patojenlerin karakterizasyonu ve tanısında çok yararlı olduğu açığa çıkmıştır (117). SNP 

ile genetik bağlantı çalışmaları ile SNP markörlerinin genomik DNA dizileri arasından 

tespiti için de kullanılırlar (112). Mesela SNP ile ilişkili olan nöroblastoma hastalarındaki 

klinik sonucun tahminininde mikroarrayler kullanılmıştır (118). 

 

DNA metilasyonu, kromatin modifikasyonları gibi epigenetik modifikasyonların 

belirlenmesi mikroarraylerle mümkün olmaktadır. Bir çok çalışma memelilerde ve model 

bitkilerde DNA metilasyonu yapılan promotor bölgeleri genin susturulması ile ilişkili 

olduğunu göstermiştir. Anormal DNA metilasyonu kanser hücrleri için ayırıcı bir özelliktir 

ve epigenetik olarak tümör baskılayıcı genlerin susturulması insanda kanser oluşumunun 

nedenlerindendir (119). Multiple myeloma kanser hücre hatlarında demetilasyon yapıcı bir 

madde kullanıldığında apoptosiste yer alan 4 adet genin metilasyonla susturulduğu, 
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maddenin ortamdan uzaklaştırıldığında metilasyon bölgelerinin tamir edildiği ve 

susturulmuş genlerin tekrar aktif olduğu mikroarray ile belirlenmiştir (120).  

 

Mikroarrayin kullanıldığı diğer önemli bir alanda miRNA ekspresyon profilinin 

çıkarılmasıdır. (9, 17, 89, 91, 121). miRNA mikroarrayleri diğer mikroarray çeşitleri ile 

aynı basamakları (cDNAnın hazırlanması, örneğin işaretlenmesi, arrayin oluşturulması, 

hibridizasyon, tarama ve data analizi) içermesine rağmen teknik olarak farklılıkları (prob 

dizaynı, prob immobilizasyon kimyasalı, örnek işaretleme, sinyal algılama kimyasalları) 

vardır. miRNA mikroarraylerinde prob dizaynı biraz zordur. Çünkü kısa uzunlukta olan 

miRNA’lar ortamda düşük yoğunlukta olabilmekte ve çok geniş aralıklı erime sıcaklığına 

sahiptirler. Ayrıca aynı ailede olan çeşitli miRNA’lar benzer nükleotidleri içermektedir 

(122). 

  

Bitkilerde miRNA-mikroarray teknolojisi çok çeşitli amaçlarla kullanılmıştır. Değişik 

organlardaki miRNA’ların tespit edilmesi (123, 124), biyotik (bakteri, virüs, nematod) ve 

abiyotik (kuraklık, soğuk, ağır metaller, mineral  eksikliği) stres şartları altında miRNA 

ifadesinde meydana gelen değişikliklerin belirlenmesi (9, 11, 91) bunlardan bazılarıdır. 

 

miRNA mikroarrayinde prob olarak bilinen ve miRBase veritabanında yer alan tüm olgun 

miRNA’lar ve pre-miRNA’lar kullanılmaktadır. 
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Şekil 2.16. miRNA mikroarrayinin akış şeması (Yin et al. 2008’den değiştirilerek 

alınmıştır) 

 

miRNA mikroarrayi uygulamaları 3 önemli aşamadan oluşur (Şekil 2.16.) (89). (a) olgun 

miRNA’ların taze doku veya hücreden saflaştırılması,  küçük RNA’ların ve büyük 

RNA’ların (>200nt) ayrılması, miRNA’ların zenginleştirilmesi ve işaretleme; (b) çipin 

dizayn edilmesi (prob dizaynı, kontol dizaynı, probun spotlanması) ve array ile 

hibridizasyon; (c) deneysel sonuçların analizi (89) şeklinde sıralanır 

 

Boechera cinsi hem apomiks (döllenme olmadan çekirdekli meyve oluşumu) hemde 

eşeysell üreyebilen türler sahiptir. Eşeysel  ve apomiks olarak üreyen Boechera türlerinde 

floral dokudaki korunmuş miRNA profili miRNA-mikroarray tekniği ile belirlenmiştir.. 

Biyoenformatik olarak bulunan 22 miRNA ailesinin 15 tanesi mikroarray ile de teyit 

edilmiştir. Her iki türde miR156, miR157 mir160, miR172, miR167, miR170, miR319, 

miR394, miR395, miR398, miR408 ve miR414’de rastlanmıştır. Apomiks üreme gösteren 

türde diğer türden farklı olarak miR399’a,  eşeysel  üreme gösteren türde diğer türden 

farklı olarak miR162’e rastlanmıştır. Ayrıca miR156/miR157 tarafından hedeflenen SPL11 
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geninin apomiktik genotipin ovul gelişim döneminde seksüel genotipe göre çok daha fazla 

ifade olduğu belirlenmiştir (123). 

 

Pamuk terpenoid biyosentezleyen bitkilerden biridir. Salgı dokusunun morfogenezinde 

etkili olan miRNA’lar He ve ark. (2011)  tarafından belirlenmiştir. 30 adet farklı ifade olan 

miRNA miRNA-mikroarrayi ile tespit edilmiştir. Bu miRNA’lardan 24 tanesi (miR156, 

miR157, miR166 ve miR390 aileleri) fazla, 6 tanesi ise (miR149, miR169, miR289, 

miR705, miR1224 ve miR1227 aileleri) düşük seviyede  ifade olmuştur (125).  

 

Biyotik stresin domates bitkisinde miRNA profili üzerine etkisi miRNA-mikroarrayi 

kullanılarak belirlenmiştir. Botrytis cinerea önemli bir patojen olup domates bitkisinde gri 

küf hastalığına neden olmaktadır. Botrytis stresine maruz kalan bitkide 2 tane (miR160, 

miR171) miRNA’nın az, 1 tane (miR169) miRNA’nın fazla ifade olduğu belirlenmiştir 

(126). 

 

Abiyotik stres faktörlerinden olan tuzluluğun miRNA profiline etkisi Populus cathayana 

(Kavak) (tuzluluğa duyarlı) ve Salix matsudana (Çin söğüdü) (yüksek tuzluluğa 

dirençlilik) bitkileri kullanılarak açığa çıkarılmıştır. Tuz stresi altında P. cathayana’da 161 

miRNA’nın ve S. matsudana’da 32 miRNA’nın ifade seviyesinde değşiklik meydan 

geldiği belirlenmiştir. Aynı miRNA’nın tuzluluğa dirençli veya duyarlı bitkilerde farklı 

ifade olduğu açıklanmıştır (127). 

 

2.10. Bitkilerde miRNA’ların Hedeflediği Genlerin Bulunması  

 

MikroRNA, hedef mRNA’nın 3’ucundaki translasyona uğramayan bölgeye (untranslated 

region-UTR) veya hedef mRNA’nın ORF ( açık okuma çerçevesi) bölgesine 

bağlanmaktadır. Bağlanma pozisyonu miRNA kompleksinin mRNA’ya ne şekilde 

komplementer olduğuna bağlıdır. 3’ UTR bölgesine bağlanma kusurlu, tam olmayan, eksik 

komplementerliği sağlamakta ve translasyonun baskılanması ile sonuçlanmaktadır (Şekil 

2.17.).(42, 128, 129) ORF bölgesi içine bağlanma ise kusursuz, tam komplementerliği 

göstermekte ve Argonaute2 (AGO2) tarafından mRNA’nın yıkımı ile sonuçlanmaktadır . 

Ayrıca, miRNA’ların her birinin birden fazla mRNA ya bağlanıp onların ekspresyonunu 

düzenleyebildiği ve mRNA’ların her birinin de birden fazla mikroRNA tarafından 

hedeflenebildiği bilinmektedir (42, 128). 
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Şekil 2.17. miRNA’ların hedef mRNA’lar ile eşleşme çeşitleri (a) iki çeşit miRNA 

bağlanma bölgesi; (b) miRNA’nın 5’ucundaki 2-8. nükleotidler eşleşme için çok 

önemlidir. RISC/miRNP kompleksinin tanıması miRNA’nın 5’ucu ile hedefin oluşturduğu 

dubleks için çok önemlidir; (c) çeşitli miRNA eşleşme bölgeleri (Pillai 2005, Sun et al. 

2010, Saydam et al. 2011’den değiştirilerek alınmıştır). 

 

miRNA tarafından hedeflenen ve böylece ifade düzeyleri düzenlenen transkriptler 

biyoenformatik veya deneysel yöntemlerle bulunabilir (5, 9). 
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2.10.1. Hedef Genlerin Biyoenformatik Olarak Bulunması 

 

Bitkilerde miRNA’ların hedeflediği genlerin hem biyoenformatik hemde deneysel olarak 

bulunması için birkaç önemli kriter göz önünde tutulmaktadır: [1] miRNA ve hedef 

mRNA’nın birbirleriyle eşleştikleri komplementer bölgede 4 den fazla yanlış eşleşme 

olmaması; [2] komplementer bölgenin 10. ve 11. nükleotidinde yanlış eşleşme olmaması; 

ve [3]  komplementer bölgede ard arda 3 yanlış eşleşme olmamasıdır. 

  

Potansiyel bitki hedef mRNAsını belirlemeye yarayan psRNATarget sık kullanılan bir 

programdır (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) (130). Bu veritabanı kullanılırken 

bilinen olgun miRNA sekansı (5’-3’ olarak) yüklenir. Hangi organizmanın mRNA’ları 

kullanılacaksa ilgili canlı seçilir. Komplementer bölgede istenilen yanlış eşleşme sayısıda 

yine isteğe bağlı olarak seçilir. Program aracılığı ile  genin adı, numarası, yanlış eşleşme 

puanı, yanlış eşleşme sayısı ve hedef komplementer dizisi   tespit edilir. Söz konusu 

program  hedef genin dizisi biliniyorsa bu geni hedefleyen miRNA’larnı bulunması amacı 

ilede kullanılabilir. (65, 91, 131).  

 

2.10.2. Hedef Genlerin 5’ RLM-RACE Yöntemiyle Deneysel Olarak Bulunması 

 

RLM-RACE (RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends), cDNA uçlarını 

RNA ligaz vasıtasıyla adaptor takılarak amplifikasyonu olarak isimlendirilen bir metottur. 

İsteğe göre cDNA’nın 5’ veya 3’ ucuna RNA ligaz kullanılarak adaptör takılabilir. Bu 

metotta izole edilen total RNA veya seçilen Poly (A) RNA öncelikle Calf Intestine 

Alkaline Phosphatase (CIP) ile muamele edilir. CIP ile rRNA, tRNA, parçalanmış mRNA 

ve kontamine genomik DNA’nın 5’ucundaki fosfat grubu uzaklaştırılır Parçalanmamış 

mRNA’nın 5’ucunda Cap olduğu için CIP’den etkilenmez. Daha sonra  RNA Tobacco 

Acid Pyrophosphatase (TAP) ile muamele edilir ve mRNA’nın 5 ‘ucundaki Cap bölgesi 

çıkartılır. Böylece serbest 5’fosfat geriye kalır. 45 nükleotid uzunluğundaki adaptör RNA 

ligaz yardımıyla mRNA’nın 5’ ucuna takılır ve ‘reverse’ transkripsiyon ile cDNA 

oluşturulur. Takılan adaptör üzerinden , gen içine özgü primerlerle biri ‘outer’ biri ‘inner’ 

olmak üzere PCR yapılır ve agaroz jelde yürütülen örneklerden beklenilen boydaki bant 

kesilir. Jelden geri kazanılan ve klonlanan PCR ürünleri dizi analizi ile miRNA hedefi olup 

olmadığı belirlenir. 

 

http://plantgrn.noble.org/psRNATarget
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 5’ RLM-RACE yönteminde miRNA hedef transkriptinin belirlenmesi amacıyla modifiye 

edilerekte kullanılır. Bu metotta total RNA veya poly(A) RNA CIP ve TAP ile muamele 

edilmez ve doğrudan adaptör takılır. Diğer işlemler 5’ RLM-RACE’de yapıldığı gibi takip 

edilir (65, 131, 132).  
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

İlk olarak 1990’lı yıllarda adı duyulmaya başlanan miRNA’lar ile ilgili çalışmalar 2000’li 

yıllarda hız kazanmaya başlamıştır. Birçok bitkinin miRNA profili çıkarılmış, deneysel 

veya biyoenformatik olarak birçok miRNA ve hedeflendği genler tespit edilmiştir. Tespit 

edilen bu genler veya miRNA’lar susturularak veya aşırı ifade ettirilerek bitkide 

miRNA’ların regülasyonu araştırılmıştır. Ekonomik yönden değerli bitkilerin istenilen 

ürün yönünden daha zengin olması için miRNA’lar kullanılarak transkriptomda 

düzenlemeler yapılmaya çalışılmıştır. 

Haşhaş bitkisi yüzyıllardır bilinen çok değerli alkaloitleri üreten bir ekonomik bitkidir. 

Ülkemizde de yaygın olarak üretilen bu bitkinin daha verimli olması için tarımsal yönden 

birçok çalışma yapılmıştır. Dünyada ise moleküler yöntemler de kullanılarak verimin 

arttırılması sağlanmaya çalışılmıştır.  

Haşhaş bitkisinin  tüm miRNA profili çıkartılmamıştır. Transkriptom düzeyinde etkili bu 

miRNA’ların hangi genlerle ilişkili olduğu ve nasıl etkilendiği; alkaloit sentez yolağını 

regüle eden miRNA’ların varlığı ve nasıl yolağı regüle ettiği; alkaloitlerce verimi yüksek 

haşhaş bitkilerinin elde edilmesi için miRNA’ların kullanılıp kullanılamayacağı gibi bir 

çok sorunun cevabını bulabilmek için bu tez çalışması yapılmıştır. 

Bu tezin amacı haşhaşa ait miRNA’ların tespiti, tanımlanması ve moleküler ve fizyolojik 

karakterizasyonunun yapılmasıdır. Bu kapsamda bulunan bu yeni miRNA’ların, haşhaşın 

diğer dokularındaki ifade düzeyleri ve hedefledikleri genlerin saptanması, haşhaşın farklı 

doku ve organlarındaki miRNA ifade profillerinin çıkarılması ve alkaloid sentez yolağının 

regülasyonunda rol oynayan miRNA’ların  bulunması da amaçlanmıştır.  

Tez kapsamında haşhaşa (P. somniferum) ait mikro-RNA’lar deneysel ve biyoenformatik 

yaklaşımlar kullanılarak bir miRNA profili çıkarılacaktır. Bulunan miRNA’ların haşhaşın 

farklı dokularındaki ifade düzeyleri araştırılacağı gibi,  miRNA’lar tarafından kesilmiş olan 

hedef genlerin ürünlerinden yola çıkarak farklı doku ve organlarda bu genlerin ifade 

düzeyleride araştırılacaktır. Bulunan tüm miRNA’ların hedef genleri ayrıca biyoenformatik 

olarak belirlenecek ve aralarından seçilen bazı hedef gen ve miRNAların qRT-PCR 

ölçümleri yapılacaktır. Öncelikle tüm haşhaş miRNA profili çıkartılacak ardından tüm 

miRNA’ların alkaloit sentez mekanizmasının regülasyonu ile ilişkisi araştırılacaktır 
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.Ayrıca bu tez kapsamında haşhaş bitkisine ait miRNA çalışmaları, RLM RACE deneyleri 

ve miRNA mikroarrayleri metodolojisi ilk defa uygulanmaktadır. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1 Bitki Materyali 

 

Papaver somniferum L. bitkisinin Ofis-95 çeşidi bu çalışmada kullanılmıştır. Bitkiler 

Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi Tarla Bitkileri deneme alanında ve büyütme 

kabinininde (Binder KBW serisi) fotoperyot 16/8 (ısık/karanlık) ortam nemi %60 ve 

sıcaklık 24 
o
C programıyla ayarlı olarak yetiştirilmiştir. 

 

4.2 Total RNAve Küçük RNA(sRNA)larca Zengin Total RNA İzolasyonu 

 

RNA izole edilirken iki farklı yöntem kullanılmıştır. miRNA mikroarray çip analizinde 

kullanılan küçük RNA’larca zenginleştirilmiş total RNA’nın izolasyonu için miRVana 

(Ambion kat no: AM1560) kiti kullanılmıştır. miRNA’ların ve seçilen bazı hedef genlerin 

dokular arasında ifade düzeylerini qRT-PCR ile ölçmek ve miRNA’ların hedeflediği 

genleri RLM-RACE metoduyla klonlamak için gerekli total RNA ise Trizol (Invitrogen, 

CA, USA) kimyasalı kullanılarak izole edilmiştir. 

 

4.2.1. Trizol  İle Total RNA İzolasyonu 

 

Total RNA izolasyonu için aşağıdaki protokol  uygulanmıştır; 

1. Bitki dokuları (kök, gövde, yaprak, kapsül) sıvı azot kullanılarak havanda toz haline 

getirilmiştir. 

2. Ependorf tüplere 1 mL Trizol  (100mg doku için 1mL ) eklenir. Toz haline getirilmiş 

numuneler bu tüplere hızlıca aktarılmıştır. Tüpler aşağı-yukarı hızlıca çevirilerek  

karıştırılmış ve homojen bir karışım elde edilmiştir. 

3. Tüpler 5 dk. oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

4. 1 mL Trizol için 0.2 mL kloroform tüplere ilave edilmiştir. Tüplerin kapakları iyice 

kapatılmıştır. 15 sn. boyunca elle kuvetlice çalkalanıp, karıştırılmıştır (turuncu-kahverengi 

bir renk oluşumu gözlenir). 

5. 2-3 dk. oda sıcaklığında bekletilip, 17 dk. 4
o
C’de 15.000 rpm’de tüpler santrifüj 

edilmiştir. 

6. Üstteki sıvı faz yeni tüplere aktarılmıştır. RNA presipitasyonu için 500 µl soğuk 

izopropil alkolle karıştırılmıştır (1 mL Trizol için 500 µl izopropil alkol kullanılır). 
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7. 10 dk. oda sıcaklığında bekletilmiştir. 15.000 rpm’de 4
o
C’de 10 dk. santrifüj edilmiş ve 

oluşan süpernatant atılmıştır. 

8. Çöken RNA %75’lik etanolle 1 kez yıkanmış ve kullanılan Trizol (1 mL) reaktifi kadar 

etanol (1 mL) eklenmiştir. Bu aşamada örnekler -80
o
C’ye kaldırılmıştır. 

9. Örnekler vorteks ile karıştırılarak 5 dk. 10.000 rpm’de 4 
o
C’de santrifüj edilmiştir. RNA 

çökeltisi dipte toplanmıştır. Üst sıvı atılmış ve çökelti kurumaya bırakılmıştır. 

10. 30 µl ddH2O ile çözülüp, 10 dk 57 
o
C’de bekletilmiş ve -80 

o
C’ye kaldırılmıştır. 

Sonuçlar Nanodrop 2100c spektrofotometresiyle (Thermo) ölçülerek kalite ve miktar tayin 

edilmiştir (133). 

 

4.2.2. miRVana Kiti Yardımıyla Küçük RNA’larca Zengin Total RNA İzolasyonu 

 

Bitki dokularından küçük RNA’lar zengilenştirilerek yapılan izolasyon protokolü  

aşağıdaki gibidir; 

1. Bitki dokuları (kök, gövde, yaprak ve kapsül) sıvı azot kullanılarak havanda toz haline 

getirilmiştir. 

2. Ependorfa alınan ezilmiş dokuların üzerine 1/10 hacim kadar miRNA Homogenate 

Additive maddesi eklenmiştir. (Bitki örneği 300µL ise 30µL eklenir). Kuvvetlice 

karıştırılarak ve 10 dk buzda inkübe edilmiştir.  

3. Başta kullanılan bitki örneği ile aynı hacimde asit-fenol: kloroform eklenmiştir. 30-60 sn 

vortexle iyice karıştırılarak 10000 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiştir. En üst faz dikkatlice 

yeni tüpe alınmıştır. 

4. Yeni tüpe aktarılan hacmin 1/3 kadar %100 etanol eklenmiş ve kuvvetlice 

karıştırılmıştır. 

5. Etanol ve örnek karışımını dikkatlice ‘Filter Cartridge’ adı verilen filtreli özel 

koleksiyon tüplerine aktarılmış ve 15 sn 10000 rpm’de santrifüj yapılmıştır. Filtreden 

geçen sıvı faz uzaklaştırılmıştır. 

6. 2/3 hacimde % 100 etanol eklenmiş ve karıştırılmıştır. Karışım yeni ‘Filter Cartridge’ 

adı verilen filtreli özel koleksiyon tüplerine aktarılmış ve 15 sn 10000 rpm’de santrifüj 

yapılmıştır. Filtreden geçen sıvı faz uzaklaştırılmıştır. 

7. Yıkama aşamasında filtreli tüplere 700 µL miRNA ‘Wash 1’ solüsyonu eklenmiştir. 15 

sn 10000 rpm’de santrifüj yapılmıştır. Filtreden geçen sıvı faz uzaklaştırılmıştır. 
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8. 500 µL ‘Wash 2/3’ solüsyonu eklenmiş ve 15sn 10000 rpm’de santrifüj yapılmıştır. 

Filtreden geçen sıvı faz uzaklaştırılmıştır. Bu işlem tekrar edilmiştir. Filtre yeni bir tübe 

yerleştirilmiştir ve 1 dk boş olarak santrijüj yapılmıştır.  

9. Daha önceden 95°C’de ısıtılmış olan ‘Elution’ solüsyonundan veya nükleazsız sudan 

100 µL alınmıştır ve filtre üzerine dikkatlice ilave edilmiştir. 20-30 sn en yüksek hızda 

santrijüj edilmiştir (134).  

 

4.3. İzole Edilen RNA’ların Karakterizasyonu 

 

RNA’ların kalitesi ve intakt olması NanoDrop ölçümü ve jel elektroforezi ile teyit 

edilmiştir. Nanodrop (ND-2100c/Thermo) spektrometresinde 230, 260 ve 280 dalga 

boylarında ölçüm yapılmıştır. A260/A230 oranının 2,0-2,2 ve A260/A280 oranının 1,8-2,1 

arasında olması, saf RNA izole edildiği anlamına gelmektedir. İzole edilen RNA’ların 

bütünlüğü %2’lik agaroz jele 1-2 µL örnek yüklenerek ve 100 volt enerjiyle 1 saat 

yürütüldükten sonra görülmüştür. RNA jel elektroforezi için 1X fosfat buffer kullanılmıştır 

(500 mL ddH2O içerine 13,9 g sodyom fosfat monobasic eklenir). İntak RNA’lar Agilent 

2100 Bioanalyzer yardımıyla analiz edilmiştir 

 

4.4. miRNA Mikroarrayi Çalışması 

 

Bu çalışma için PMRD (Plant MiRNA Database) (135) veritabanından ve miRBase (4) 

veritabanının 2010 yılı Eylül ayında kullanımda olan 16. versiyonunda toplam 2018 bitki 

miRNA’sına ait problar ve bu problarla beraber (100) ayrı kontrol probu taşıyan miRNA 

çipleri kullanılmıştır. miRNA çip hibridizasyonları miRNA mikroarray servisi olan, LC 

sciences (136)’da yapılmıştır. 

 

Kök, gövde, yaprak ve genç kapsüller ait olan RNA örnekleri ile toplamda 2018 miRNA 

probu içeren miRNA çiplerinde tarama yapılmıştır. Bu çiplerde (Arabidopsis thaliana, 184 

miRNA), soya (Glycine max, 78 miRNA), üçgül (Medicago truncatula, 30 miRNA), çeltik 

(Oryza sativa, 377 miRNA), mos (Physcomitrella patens, 220 miRNA), kavak (Populus 

trichocarpa, 234 miRNA), şeker kamışı (Saccharum officinarum, 16 miRNA), darı 

(Sorghum bicolor, 72 miRNA), mısır (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 pamuğu (Gossypium herbaceum, 1 miRNA), 
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Mexican pamuğu (Gossypium hirsutum, 13 miRNA), Gossypium raimondii, 2 miRNA, 

domates (Solanum lycopersicum, 30 miRNA), üzüm (Vitis vitifera, 140 miRNA), buğday 

(Triticum aestivum, 32 miRNA), çam (Pinus taeda, 37 miRNA), (Selaginella 

moellendorffii, 60), Vigna unguiculata (1), Lotus japonicus (2), miRNA ve bunların çeşitli 

kontrol ve tekrarlarıyla birlikte yer almıştır.  

 

Total RNA izolasyonları eşit koşullarda büyütülmüş olan üç farklı haşhaş (Papaver 

somniferum L.) bitkisinden izole edilerek arrayleri yapılmıştır.  

 

Öncelikle çalışma boyunca 3’er farklı bitkiye ait olan kök, gövde, yaprak ve kapsül 

dokularından alınan RNA’lar aşağıdaki gibi gruplandırılmıştır. 

 

Grup No. Örnek İsmi Grup İsmi 

1 poppy leaf-1 leaf (yaprak) 

1 poppy leaf-2 Leaf 

1 poppy leaf-3 Leaf 

2 poppy capsule-1 capsule (kapsül) 

2 poppy capsule-2 Capsule 

2 poppy capsule-3 Capsule 

3 poppy stem-1 stem (gövde) 

3 poppy stem-2 Stem 

3 poppy stem-3 Stem 

4 poppy root-1 root (kök) 

4 poppy root-2 Root 

4 poppy root-3 Root 

 

Deney 3 biyolojik, 3 teknik tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. Daha sonra bu 

gruplandırmalar göz önüne alınarak miRNA’ların ifade seviyeleri birbirlerine göreceli 

olarak ölçülmüş ve. sinyaller normalize edilerek ANOVA ve t-Test  gibi istatistiksel 

analizler  yapılmıştır. 

 

Her bir arrayde birçok kontrol probu bulunmaktadır. Kontrol probları array üretimi, örnek 

işaretleme ve analiz şartlarının kalitesinin, kontrolü amacıyla kullanılmıştır. Kontrol 

problarından PUC2PM-20B mükemmel eşleşme; PUC2MM-20B tek bazlık eşleşmeleri 
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tespit eden problardır. 20-mer lik pozitif RNA kontrol sekansı örnekler işaretlenmeden 

önce RNA ile karıştırılmıştır. PUC2PM-20B and PUC2MM-20B oranındaki yoğunluğa 

bakılarak tahlil sınırları değerlendirilmiştir. Normalde ise bu oran 30 dan büyüktür.  

Dinamik görüş aralığını genişletmek için renkler sözde renklerle görüntülenmiştir. Cy3 ve 

Cy5 yoğunluğu, maviden yeşile veya sarıya veya kırmızıya gibi renk değişikliklerini 

görüntüler. Sinyal yoğunluğu 1 den 65,535 e kadar artabilir. Bu artış veya azalış renk 

değişikliği ile kendini gösterir. Cy3/Cy5 oranında, eğer Cy3 seviyesi Cy5’den fazla ise 

renk yeşil, Cy3 seviyesi Cy5 seviyesine eşitse renk sarı Cy5 seviyesi Cy3 seviyesinden 

fazla ise sinyal rengi kırmızı olarak toplanmıştır. 

 

Hibridizasyon sonrası lazer tarayıcı (GenePix 4000B, Molecular Device) ile toplanan 

görüntü ArrayPro görüntü analiz yazılımı (Media Cybernetics, Silver Spring, MD) ile 

dijital ortama aktarılmıştır. Veriler arka plan çıkarılarak ve sinyaller LOWESS (locally 

weighted regression) filtresi kullanılarak normalize edilmiştir. İki renk kullanılarak yapılan 

deneylerde, iki setin tespit edilen sinyalleri (logaritmik olarak düzenlenir) birbirine 

orantılanmış ve t-test ve P-değeri hesaplanmıştır. P-değeri <0,01 olanlar anlamlı olarak 

kabul edilmiştir.  

. 

4.5. miRNA Derinlemesine Dizileme 

 

Küçük RNA’larca zengin kök, kapsül, gövde ve yaprak RNA’larından eşit 

konsantrasyonlarda alınarak bir RNA karışımı hazırlanmıştır. Her üç bitki için bu karışım 

ayrı ayrı hazırlanmıştır. Bu RNA karışımların 50µL alınarak tüplere konulmuştur. Kuru 

buz ile muhafazalı olarak BGI, Hong Kong’a dizileme için gönderilmiştir. 

 

1. Her küçük RNA parçasına dizisi önceden bilinen ‘taq’lar takılarak okumalar 

yapılmıştır. Daha sonra 5’ adaptörleri, kontaminantlar ve düşük kalitedeki okumalar 

temizlenmiştir.  

2. Uzunluklarına göre okumalar sınıflandırılmıştır. Her okuma için sırasıyla ID (her 

okunana özel), uzunluk, okunma sayısı ve baz dizilimi  belirtilmiştir Normalde küçük 

RNA uzunluğu 18-30 nt arasındadır. Uzunluğa göre ayırım basit analizle küçük RNA 

katagorilerinin görülmesine yardım eder.  
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3. Referans genom ile küçük RNA’ların örtüştürülmesiyle küçük RNA’ların ekspresyonu 

ve genomdaki durumları analiz edilmiştir.. 

 

4. Küçük RNA’ların bilinen miRNA’lar ile örtüştürülmesi yapılmıştır. (Şu anda 19. 

versiyonu (Ağustos 2012) yayınlanan miRBase veritabanının 15. versiyonundaki 

miRNA’lar kullanılmıştır).  

 

5. Küçük RNA’lar bir tekrar bölgesiyle örtüşüp örtüşmediği, degrede olmuş mRNA 

kaynaklı olup olmadığının anlaşılması ve protein kodlayan bir sekans olup olmadığının 

anlaşılması için örtüştürmeler yapılmıştır. Bunun için NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) gen bankası veritabanında ve RFAM 

(http://www.rfam.sanger.ac.uk/) veritabanında yer alan sekanslar kullanılmıştır. 

 

6.  Karakteristik stem loop yapısına göre yeni miRNA’ların küçük RNA’lar içerisinden 

bulunması için ‘Mireap’ programı ‘Vienna RNA Stracture’ programı ile kullanılmıştır. 

Bu program ile yeni miRNA’yı ikincil yapı, Dicer kesim bölgesi ve sınıflandırılamamış 

ama genom da yeri bulunmuş küçük RNA’nın minimum serbest enerjisi gibi kriterler 

üzerinden yeni miRNAyı bulmaktadır.  

 

Bitkiler için aşağıdaki parametreler seçilmiştir. Bitki miRNA’ları için uygulanan 

parametreler;  

1. Minimum miRNA sekans uzunluğu [18 nükleotit]  

2. Maksimum miRNA sekans uzunluğu [25 nükleotit] 

3. Minimum miRNA referans sekans uzunluğu [20 nükleotit] 

4. Maksimum miRNA referans sekans uzunluğu [23 nükleotit] 

5. Referans miRNA’nın maksimum kopya sayısı [20] 

6. Pre-miRNA’nın maksimum serbest enerjisi ([-18 kcal/mol] 

7. MiRNA ve miRNA*arasındaki maksimum ara [300 nükleotit] 

8. MiRNA ve miRNA* eşleşmesindeki minimum baz çifti [16] 

9. MiRNA ve miRNA* arasındaki maksimum yanlış eşleşme [4 nükleotit] 

10. MiRNA/miRNA* dupleksindeki maksimum asimetri [4 nükleotit] olarak 

belirlenmiştir.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.6. Morfin Sentezinde Rol Oynayan Genleri Hedefleyen miRNA’ların Bulunması 

 

Derinlemesine dizileme sonucu okunan ve herhangi bir katagoride yer almayan 18-24 

nükleotidlik küçük RNA’lar üzerinden çalışma tasarlanmıştır. P. somniferum genomu 

tamamiyle çıkarılmadığı için miRNA olabilecek okumalar sınırlı sayıdaki Papaver EST’si 

içerisinde bulunamaması ve/veya muhtemel bir pre-miRNA yapısının öngörülememesi 

nedeniyle yeni (novel) miRNA olarak adlandırılamamaktadır.  

 

psRNATarget  (137) veritabanı miRNA’ların hedefledikleri genlerin bulunmasında 

kullanılmaktadır. Bu veritabanında kullanıcıya farklı seçenek sunulmuştur. İstenilen 

miRNA dizileri ile istenilen gen dizileri veritabanına yüklenip  miRNA hedef gen 

komplementerliği  rahatlıkla tespit edilebilmektedir. 

 

Bu veritabanına kullanıcı tarafından yüklenen küçük RNA’lar ve transkripler sekmesine 

kurallara uygun şekilde giriş ve yükleme yapılmıştır. Derinlemesine dizilemede 

okumalarından 2999700 adet 18-24 nt uzunluğundaki küçük RNA’lar ile NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veritabanından dizileri alınan morfin sentez yolağında yer 

alan TYDC, 4-OMT, 6-OMT, 7-OMT, SAT, CNMT ve COR genlerine ait diziler ile 

örtüştürülmüştür.  

 

Genler ile uygun örtüşmeyi sağlayan küçük RNA’ların derinlemesine dizileme sonuçları 

içerisinde katagorize olup olmadığı kontrol edilmiştir. Katagorize olmamış küçük RNA’lar 

Papaver EST’si içerisinde taranmıştır. En fazla 0-3 yanlış eşleşme ile EST’de yer alan 

küçük RNA’ların, pre-miRNA yapıları RNA mFOLD (87) veritabanı kullanılarak 

öngörülmeye çalışılmıştır. Bunun için küçük RNA’nın yer aldığı EST dizisinden yaklaşık 

200-250 nt bölge programa aktarılmıştır. Program hesaplama yaparak %GC içeriği, MFE 

(minimum katlanma enerjisi) değeri, pre miRNA uzunluğu gibi değerleri vermiştir. Bölüm 

2.8.’de belirtilen olgun ve pre-miRNA tespit kriterlerinine uyan küçük RNA’lar miRNA  

olarak adlandırılmıştır 

 

4.7. qRT-PCR ile miRNA’ların Saptanması ve Ölçülmesi 

 

Haşhaş bitkisine ait çalışılan tüm miRNA’lar için izole edilen kapsül, yaprak, kök, gövde 

dokularına ait RNA’lardan cDNAlar elde edilmiş ve ardından miRNA ifade düzeylerini 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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tespit etmek için Roche Light Cycler-480 II cihazı kullanılarak, qRT-PCR protokolü 

uygulanmıştır (71, 96, 138). 

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

kullanılmıştır. Toplam 7 adet tüp kullanılmıştır.  

Kapsül doku RNA’sı (1 numaralı tüp) 

Kök doku RNA’sı (2 numaralı tüp) 

Gövde doku RNA’sı (3 numaralı tüp) 

Yaprak doku RNA’sı (4 numaralı tüp) 

noRT (reverse transkriptaz enzimi yok) (5 numaralı tüp) 

noRNA (RNA yok) (6 numaralı tüp) 

noSSIII (SSIII enzimi yok) (7 numaralı tüp) 

 

Bunlardan son üç tüp kontrol amaçlı kullanılmıştır. Eşit miktarda RNA ile çalışmaya 

başlamak amacıyla, her bir dokuya ait total RNA’lardan 1000 ng olacak şekilde, 

ayarlanarak RNA kullanılmıştır. 

Her bir tüpe;  

 

İçerik     Hacim 

dNTP (10mM)    0,5 µl 

RT primer (1pmol)                                 1 µl        (Çizelge 4.1.) 

RNA                                                değişken 

Su (PCR Grade)                              değişken 

Realtime PCR cihazında tüpler önce 65˚C’de 5 dk bekletilmiş ve hemen buza alınmıştır. 

Tüplere; 

 

İçerik  Hacim 

First Strand Buffer (5X)  4 µl 

DTT (0,1M)    1 µl 

RNase out (40 u/µl)   0,1 µl 

SuperScript III TM (200 u/µl) 0,25 µl 

  

.  

(6. tüpe RNA eklenmemiş,7. tüpe 0.25 µl SSIII yerine 0.25 µl su eklenmiştir).  

 

Eklenerek tüm tüpler tekrar PCR cihazına konulmuş ve işlem devam ettirilmiştir. cDNA 

sentez protokolü uygulanmıştır.  
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Reaksiyon Koşulları; 

          Sıcaklık          Süre                 Döngü Sayısı 

1. 16˚C             30 dk                  1  

2. 30˚C             30 sn  

42˚C             30 sn                   60  

50˚C               1 sn  

3. 10˚C             24 sn                   1  

 

İşlem bitince tüpler -20˚C’ye kaldırılmıştır veya q-RT-PCR protokolüne geçilmiştir.   

 

qRT-PCR için kullanılacak tüm maddeler önceden karıştırılarak 50X’lik bir karışım 

hazırlanmıştır.     

İçerik                                                  Hacim 

SYBR Master (2X)                              10 µl 

İleri primer (100pmol)                        0,1 µl 

Universal geri primer (100pmol)        0,1 µl 

Su (PCR Grade)                                  7,8 µl 

 

Kontrol amaçlı örnekler hariç diğer tüplerin herbirinin 1/2, 1/4, 1/8 seyreltmeleri 

yapılmıştır. Kontrol (5-6-7. tüp) gruplarında ise 1/10 sulandırma yapılmıştır. qRT-PCR 

plate üzerinde numuneler aşağıdaki gibi yerleştirilmiştir. 

 

                          1/2                     1/4                   1/8 

1. TÜP-KAPSÜL- A:     000     000      000    

2. TÜP-KÖK     B: 000     000      000    

3. TÜP-GÖVDE-  C: 000     000      000    

4. TÜP-YAPRAK D: 000     000      000    

5. TÜP-No RT-     E: 000  (1/10) 

6.TÜP-No RNA-   F: 000 (1/10) 

7.TÜP-No SSIII-    G: 000 (1/10)  

Negatif Kontrol(NTC)- H: 00      

 

Deney planına göre hazırlanan seyreltme tüplerinden 2’şer µl, master mix karışımından 

18’er µl konulmuştur. H kuyucuğuna sample yerine su  konulmuştur. ‘Plate’ in üzeri 

kapatılarak LightCycler480 (Roche) cihazına yerleştirilmiştir.   
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Reaksiyon Koşulları; 

           Sıcaklık            Süre         Döngü Sayısı 

1. 95 
0
C     5 dk.    1 

2. 95 
0
C    5 sn 

           56 
0
C   10 sn              45 

72 
0
C     1 sn.   

3. 95 
0
C     1 sn. 

 40 
0
C     2 dk               1 

 95 
0
C                       devamlı 

             

 

 

 

Çizelge 4.1 qRT-PCR ile saptanmaya çalışılan miRNA’ların primerleri 

 

 

pso-

miRNAs 
Adları 

 

RT Primerler 

(5'->3') 

İleri Primerler(F) 

 (5'->3') 

pso-miR2   GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACtccagt GCGGCGGTTCCATCTCTTGCA 

pso-miR3 
    
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACtgaaac 

GCGGCGGCGCTATCCATCCTG 

pso-miR5 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACggtgac GCGGCGGGCTTACTCTCTATC 

pso-miR6 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACattcag 
GCGGCGGCCCGCCTTGCATC

A 

pso-miR7 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACatggca GCGGCGGGCCTGGCTCCCTGT 

pso-miR11 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACcctcga 
GCGGCGGGGAATGTTGTTTG

G 

pso-miR13 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACtcttct CGGCGGTGATGGAGGAGAAG 

pso-

miRNA395 
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACccccca 

 
CGGCGGCTGAAGTGTTTGGG

GG 

pso-
miRNA159 

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACtccctt 
GCGGCGGTATTGGAGTGAAG

GGA 

Pso-

miRNA164 
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACtgccct TCGCTTGGAGAAGCAGGGCA 

t0047847 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACtccaac CGGCGGCATTGCGAGATTTT 

t0013376 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACtcccgt 
CGGCGGAAAGGAAAACATGG

G 

t0000199 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACcagagccaACaggacg 
CGGCGGTCTTTTTTTATGTTA

TTT 

 
Universal Geri Primer (R) (5'->3') 

GTGCAGGGTCCGAGGT 
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4.8. qRT-PCR ile miRNA Hedef Genlerinin İfade Analizi 

 

Haşhaş bitkisinin 4 farklı dokusunda (kapsül, gövde, yaprak, kök) 13 adet miRNA’nın 

hedef genlerinin ifade düzeyleri ölçülmüştür. qRT-PCR analizleri için Çizelge 4.2.’de 

verilen hedefler ve primerleri kullanılmıştır. Primerler Blast primer programı kullanılarak 

tasarlanmıştır (139). Verilerin analizi için ‘threshold’ (Ct) değeri alınır ve Pfaffl’s modeli 

kullanılır (140). Roche LightCycler 480 cihazı ve SYBR Green I Master Miks kiti (Roche 

kat. No: 04707516001) kullanılmıştır. qRT-PCR deneyleri üç tekrarlı olarak yapılmıştır. 

Öncelikle her bir örnekteki RNA miktarı 18S rRNA primerleri (X16077.1) kullanılarak 

normalize edilmiştir. 

 

 Bu primerlerin dizileri; 18S rRNA İleri 5’-TTTGACTCAACACGGGGAAA-3’ve 18S 

rRNA Geri 5’-CAGACAA ATCGCTCCACCAA-3’dir. Hazırlanan karışımdan deney 

planına göre belirlenen kuyucuklara 18’er µl dağıtılmıştır. ‘Plate’ in üzeri özel yapıştırma 

jelatiniyle kapatılıp, q-RT-PCR cihazına yerleştirilmiştir. q-RT-PCR deneyinde  

 

 

 

Reaksiyon Koşulları 

           Sıcaklık        Süre                  Döngü Sayısı 

1. 95 ˚C   5 dk  1 

2. 95 ˚C    10 s     

55 ˚C  20 s  41 

72 ˚C  10 s 

3. 95 ˚C     5 s 

55 ˚C   1 dk  1 

97 ˚C    devamlı    

4. 40˚C     30 s                              1 
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Çizelge 4.2. qRT-PCR ile ifade düzeyleri belirlenmeye çalışılan hedeflerin primerleri 

 
 

Gen ID ve adı 

 

 

pso-

miRNA  

Adı 

İleri Primer 

(5' >3') 

Geri Primer(F) 

 (5'- >3') 

TC392432  

F-box/Kelch-repeat 

protein 

Pso-miR2   CCTGAGCAGATTTGTAGACC CCAACCGCGAGATGAAGA 

NP455428  putative 
retroelement pol 

polyprotein 

Pso-miR3 AGCCTAGACCTGGTCTGAATG GGAGAGGGAGTAGGT 

TC362196   
RSY3 

(RASPBERRY 3 

Pso-miR5 GAGGTTCGGCACATGGTT CCTGAGAGCTTTTTGTGAGG 

NP305750  

putative auxin 
response factor 

Pso-miR7 GGCAAGATCATTACCGTGGA CATTGTCGCTGGACTCTTTG 

AT2G01210.1  

leucine-rich repeat 

transmembrane 

protein kinase 

pso-

miR11 
TCTAGTGCGGTGGGTACAGG CCTCAGGAGCCAAACAAGG 

AT1G52150 

HD-ZIP protein 
ATHB-15 

pso-

miR11 
GCTCAATGAAGGCCTTGCCCGT GCACGCGAAGCCCTGTTGCA 

FJ156103.1   

7-OMT   

7-O-
methyltransferase 

Pso-

miR13 
TGGAACCGTTCAAGTAACAGAG  ATATGCCACGGAGCAAACA  

AT1G56010 

 NAC1 
No apical meristem 

(NAM)  

Pso-
miR164 

 

TCAGCCACGCTCACAGGCCT 

 

GTCGGTCAGGAGGCTCTCCG 

AT2G32460 

     MYB101 
Pso-

miR159 

 

AGGTAACGGCAGGGTGGAA 

 

CAATAGCATGACCCCAACGAG 
 

NR1121 

S-
adenosylmethionine 

decarboxylase 

(SAMDC) 

Pso-

miR535 
CATGGCTCTGCTTTCTCCAC GATCTCAGCACCCTCTTGACC 

FM164378.1 
C. annuum cv. 

Bardenas mRNA 

for lipoxygenase 
(lox gene) 

Pso-
miR535 

GGTGATCCTGCGAATGGTTT CCTGCGACTAATGGGGTTC 

AT5G43780 

Sulphate 
adenylyltransferase, 

APS4 

Pso-
miR395 

 

GTTGGTCGCGATCCTGCCG 

 

CGCCAACCCACGCATCTTGGT 

FJ624147.1 

P.somniferum COR 
(codeinone 

reductase) 

T0047847 

 

TGATCTTGTCCTCCCTGCTC 
 

 

TCAAGCTTACCGGATGGTGT 

FJ200354.1 
P. somniferum SAT 

((7S)-salutaridinol–

7-O 
acetyltransferase) 

T0013376 

 
CAACAAGGGTTGAGGTGGTT 

 

 
TGGTGGGTCCATTTTCTTTC 

AF025435.1 

P. somniferum 
TYDC 

(tyrosine/dihydroxy

phenylalanine 
decarboxylase) 

T0000199 

GCAACCTCCAAGGCTACAAA TGGCACAGAGAAACAATGGA 
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4.9. miRNA Hedef Genlerinin Modifiye 5’ RLM-RACE ile Saptanması  

 

Modifiye 5’ RACE çalışmasında 5’ RACE den farklı olarak başta uygulanan ilk iki 

basamak atlanır (Bölüm 2.3.5.2.’de açıklanmıştır ). RNA’lara doğrudan adaptör ligasyonu 

yapılmıştır. Bu çalışmada FirstChoice® RLM-RACE Kiti (Part Number AM1700, 

Invitrogen) kullanılmıştır. Primerler kit protokolünde anlatılan şekliyle tasarlanmıştır 

(141). Bunun için Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) programı 

kullanılmıştır. Bu çalışmada kullanılan tüm primerler EK-8’de belirtilmiştir. 

Ligasyon  Protokolü; 

İçerik     Hacim 

RNA (eşit hacimde tüm doku)            13 µl 

5’ RACE Adaptör (0.3 μg/μl)                2 µl 

RNA ligaz buffer (10X)                       2 µl 

T4 RNA Ligaz (2,5 U/ µl)                    4 µl 

Su (PCR Grade)      4 µl 

 

Yavaşca karıştırılır ve 37 
o
C inkübasyona bırakılmıştır. Bir sonraki aşamaya 

geçilmeyecekse -20 
o
C’de saklanmıştır. (pozitif kontrol amaçlı  -cDNA oluşturulurken asıl 

protokol aynen takip edilmiş sadece 1µl konsantrasyonu en düşük olan dokunun 

RNA’sından ilave edilmiştir). 

 Reverse Transkripsiyonun gerçekleştirilmesi; 

İçerik                                               Hacim 

Adaptör takılmış örnek          2 µl 

dNTP mix (10mM)           4 µl 

Random Decamers(50µM)              2 µl 

RT Buffer (10X)                              2 µl 

M-MLV Reverse Transkriptaz        1 µl 

Su (PCR Grade)                            20 µl 

 

Yavaşca karıştırılır ve 42 
o
C inkübasyona bırakılır. Bir sonraki aşamaya geçilmeyecekse -

20 
o
C’de saklanmıştır. 

 

 

5’Outer PCR protokolü; 

İçerik             Hacim 

RNA mix                                          2 µl    

5’RACE Outer Primer (10 µM)        1 µl 

Gene özgü geri primer(10 µM)         1 µl 

MgCl2                                          4 µl 

dNTP (10mM)                         2 µl 
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Taq pol. Buffer                             5µl 

Taq DNA polimeraz (5U/µl)  0,25µl  

Su (PCR Grade)                             36,75µl        

 

Reaksiyon Koşulları 

             Sıcaklık               Süre                  Döngü Sayısı 

1. 94 
o
C                    5 dk                         1 

2. 94 
o
C                   30 sn 

64 
o
C                   30 sn                        8  

72 
o
C                   30 sn 

94 
o
C                   30 sn 

56
 o
C                    30 sn                      30  

72
 o
C                    30 sn 

3. 72 
o
C                     5dk                         1  

                      

 

PCR ürünleri %1’lik agaroz jelde 100V ve 100 amp. 20 dk yürütülmüştür. 

 

5’inner PCR protokolü; 

İçerik     Hacim 

Outer PCR ürünü                       1 µl 

PCR Buffer (10X)                       5 µl 

dNTP mix (10 µM)                              4 µl 

MgCl2                                        4 µl 

Gene özgü geri primer (10 mM)         2 µl 

5’RACE Inner Primer (10 mM)          2 µl 

Taq DNA Polimeraz (5U/µl)          0,25 µl  

Su (PCR Grade)                            31,75 µl 

 

5’ inner PCR cihaz protokolü Outer PCR cihaz protokolü ile aynıdır. PCR ürünleri %1’lik 

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

 

4.10. Örneklerin Jelden Geri Kazanılması 

 

Jelden istediğimiz boydaki bantı geri kazanmak için Qiagen, Qiaquick Gel Extraction kiti 

(Kat. No: 28704) kullanılmıştır.  

1. İstenilen boydaki bant temiz bir bistüri yardımıyla kesilerek tüpe konulmuştur. 

2.  Tartılan jelin üzerine ‘Buffer QG’ den her 1 hacim için örnek için 3 hacim 

eklenmiştir. 50 ºC 10 dk inkübasyona bırakılmıştır. Jel sıvı hale gelinceye kadar, 

buffer ve jelin bulunduğu ependorf ara ara karıştırılmıştır. 
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3.  1 hacim isopropanol eklenmiş ve solüsyon karıştırılarak ‘QIAquick column’ 

(kolon) içine dökülmüştür. 1 dk 1000 rpm’de santrifüj yapılmıştır.  

4. Alttaki sıvı kısım  dökülmüş ve üzerine 0.75 mL ‘Buffer PE’ eklenmiştir. Kolonlar 

1 min  10000 rpm’de birden fazla santrifüj edilmiştir.  

5. 50 µL ‘Buffer EB’ kolonlara eklenmiş ve 10000 rpm’de 1 dk santrifüj edilerek 3dk 

oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

 

Geri kazanılan DNA spektrofotometrede ölçülmüş ve ligasyon işlemine geçilmiştir. 

 

4.11. Jelden Geri Kazanılan Örneklerin Vektöre Ligasyonu 

 

Çalışmada vektör olarak pGEMT-Easy (Promega) kullanılmıştır. Ligasyon şu şekilde 

yapılmıştır:  

İçerik                                            Hacim 

Ligaz tampon çözeltisi (10X)        1,5 µl 

pGEM-T vektör (1/5 seyreltik)        1 µl 

DNA ligaz enzimi (3U/µl)            0,6 µl 

Su (PCR Grade)                            6,9 µl 

  

Bağlanma işlemi 4 °C’de bir gece inkübe edilerek yapılmıştır. 

 

4.12. E.coli Bakterisine Transformasyon 

 

E. coli DH5α hücrelerinden kompetent hücre hazırlanmıştır.  

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 çözülmüştür). 37
0
C 250 rpm sallanarak inkübasyona 

bırakılmıştır.  

2. Bir gece boyunca büyüyen bakteriler 30 dk. buzda bekletilmiş ve 4000 rpm’de 10 

dk. santrifüj edilmiştir.  

3. Dibe çöken hücrelerin üzerine 5 ml soğuk 4 mM CaCl konulmuştur. Tekrar 4000 

rpm de 5 dk santrifüj yapılmıştır.  

4. 2 ml soğuk 4 mM CaCl içinde resüspanse edilmiştir. Son aşama bir kez daha tekrar 

edilmiştir. Hücreler transformasyon için  hazırdır (133). 
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5. E.coli Dh5- ‘kompetent’ hücreleri 50 l alınmış 2 ml’lik steril tüpe aktarılmış, 

buzda bekletilmiş ve üzerine 5 L ligasyon ürünü konulduktan sonra 30 dakika buzda 

inkübe edilmiştir.  

6.  42 C’de 60 saniye sıcaklık şoku uygulanmış, üzerine 150  SOC besiyeri 

konularak 45 dakika 37 C, 250 rpm’de sallanarak büyütülmüştür.  

7. Büyüyen hücreler ampisilin ve X-gal içeren LB agar kültür tabaklarına ekilmiş, 37 

C’de bir gece inkübe edilmiştir. 

8. Seçilen tek koloniler, steril tüpün içine 500  LB (ampisilinli) konulmuş bir gece 

37 C, 250 rpm’de sallanarak büyütülmüştür ve 500  % 50 gliserol konularak -80 C’de 

stoklanmıştır.  

9. Seçilen kolonilerin içinde istenilen DNA parçasının olup olmadığını test etmek için 

tekrar primerlerle amplifikasyon yapılmıştır (PCR koşulları ilk amplifikasyon ile aynı 

olacaktır).  

10. Bu bantlarda % 1 agaroz jelinde görüntülendikten sonra stoklanan hücreler tekrar 2 

m LB’de (ampisilinli) bir gece 37 C, 250 rpm’de sallanarak büyütülmüş ve plasmit 

izolasyonu yapılmıştır (133). 

 

4.13. Seçilen Koloniler İçin Koloni PCR Doğrulaması 

 

Seçilen kolonilerin içinde istediğimiz DNA parçasının olup olmadığını test etmek için M13 

primerleriyle amplifikasyon yapılmıştır. Steril bir kürdan ile koloninin üstüne batırılmıştır. 

Bulaşık kürdan steril distile su içeren tüpün içini sokularak hücreler su içine 

düşürülmüştür. 

 

Koloni M13 PCR protokolü, 

İçerik                                                              Hacim 

İçerisinde hücre olan distile su      5 µl    

M13 Forward primer (10 pmol)      1 µl 

M13 Reverse primer(10pmol)      1 µl 

MgCl        1,5 µl 

dNTP(10mM)       0,5 µl 

Taq pol. Buffer (10X)      2,5 µl 

Taq DNA pol (5U/µl)    0,25 µl 
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Su (PCR Grade)    13,25 µl 

                                               

 

Reaksiyon Koşulları, 

           Sıcaklık                   Süre                     Döngü 

1. 94 
o
C                        5 dk                        1 

2. 95 
o
C                        1 dk 

54 
o
C                        1 dk                        35 

72 
o
C                        1 dk 

                      

 Bu bantlarda % 1 agaroz jelinde görüntülenmiştir. Sonra, hücreler tekrar 3 ml LB’de 

(ampisilinli) bir gece 37 
0
C, 250 rpm’de sallanarak büyütülmüş ve plazmid izolasyonu 

yapılmıştır (133). 

 

4.14. Plazmit İzolasyonu 

 

Plasmit izolasyonu için Qiagen QIAprep Spin Miniprep Kit (Cat no: 27104) kullanılmıştır. 

Üretici frimanın talimatına uyularak plasmit izolasyonu yapılmıştır.  

1. İstenilen koloniler alınarak 5 mL LB-ampicilline (1ug/1L) besiyerine ekilmiştir ve 

37 
o
C’de 250 rpm’de sallanarak gece boyu büyütülmüştür.  

2. Bakteriler 2 dk 14000 rpm’de santrifüj yapılarak toplanmış ve supernatant 

atılmıştır. 250 µL ‘Buffer P1’ (RNaz önceden eklenmiş (100 ug/mL)) pellet üzerine 

ilave edilmiştir. Vorteks yardımıya süspansiyon hazırlanımıştır. 

3.  250 µL ‘Buffer P2’ eklenmiş ve 5-10 kez tüp ters yüz edilerek karıştırılmıştır. Oda 

sıcaklığında 5 dk inkübe edilmiştir. 

4.  ‘Buffer N3’ eklenmiş ve yine ters yüz edilerek karıştırımıştır. 14000 rpm’de 10 dk. 

santrifüj edilmiş ve supernatant spin kolonuna aktarılmıştır. 1 dk 14000 rpm’de 

santrifüj yapılarak dökülen sıvı kısım atılmıştır.  

5. Spin kolonları 750 µL ‘Buffer PE’ ile yıkanmıştır. Bunun için 1 dk 14000 rpm’de 

santrifüj yapılmıştır. Sıvı kısım atılmış ve tekrar yıkama yapılımıştır.  

6. Kolonlar yeni bir tüpe yerleştirilmiştir. 30 µL ‘Elution Buffer’ kolona eklenmiş ve 

3 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Plazmitler 1 dk. 14000 rpm’de santrifüj 

yapılarak elde edilmiştir. 
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4.15. Plazmitlerin Dizi Analizi 

 

Spektrofotometrede ölçümü yapılan plazmidler en az 30 ng ve 30 µL olacak şekilde 

ayarlanarak REFGEN (Gen Araştırmaları ve Biyoteknoloji Şirketi)’e (Ankara) 

gönderilmiştir. Sekans okumaları T7 ve M13 primerleriyle yapılmıştır. 

 

4.16. Derinlemesine Dizileme Sonucu Bulunan miRNA’ların Hedef Genlerinin  

Biyoenformatik Olarak Bulunması 

 

Derinlemesine dizileme sonucu bulunan tüm haşhaş miRNA’larının hedef genleri Dai ve 

Zhao (2011) tarafından hazırlanan psRNATarget veritabanı  

(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) yardımıyla bulunmuştur (137). Bu veritabanında 

ilgili bitkinin transkript ve/veya genomik kütüphanesi önceden yüklenmiştir. Olgun 

miRNA dizileri veritabanına yüklenerek hedef bitki veya model bitki belirlenerek önceden 

yüklenmiş transkript ve/veya genomik kütüphane seçilmiştir. Bu veritabanında ayrıca 

maksimum olasılık (0-5.0 arası), komplementer bölgenin uzunluğu (hspsize) (15-30 bp 

arası), hedefe erişebilirlik (hedef bölge eşleşmesinde izin verilen maksimum enerji, UPE) 

(0-100 arası, düşük tercih edilir), hedefe erişebilirlik analizi için hedef bölgenin yan sınır 

uzunluğu (5’ ucundan 17bp / 3’ ucundan 13 bp) ve translasyonal  inhibisyon için 

komplementer bölgenin merkezindeki yanlış eşleşme aralığı (9-11 nt) gibi kullanıcı 

tarafından seçilen parametreler bulunmaktadır. Maksimum olasılık parametresi 3.0 olarak 

seçilmiştir. Çünkü bitkilerde hedef ile miRNA arasında 3 den fazla yanlış eşleşme 

olmaması gerekmektedir (131). Komplementer bölge uzunluğu minimum 20 bp olarak 

seçilmiştir. Çünkü 20 bp’den daha kısa miRNA’lar sağlıklı bir biçimde analiz 

edilememektedir. Diğer parametreler de herhangi bir değişiklik yapılmamıştır.  

 

4.17. Biyoenformatik Olarak Bulunan miRNA Hedef Genlerinin GO Analizi  

 

Derinlemesine dizileme ve miRNA mikroarrayinde tespit edilen tüm miRNA’ların hedef 

genleri psRNATarget programı ile belirlenmiştir. Genlerin diğer genlerle ilişkisi; biyolojik 

proseslerde ve hücrenin bileşiminde yer alıp almadığı, moleküler fonksiyonu, herhangi bir 

yolakla ilişkisi Blast2GO (http://www.blast2go.com/b2glaunch/start-blast2go) programı 

yardımıyla kolayca tespit edilebilir (142). Bu program Java programı (www.java.com.tr) 

ile çalışır. Gen dizileri programa yüklenmiştir. İlk adımda BLAST yapılmıştır. Böylece gen 

http://plantgrn.noble.org/psRNATarget
http://www.blast2go.com/b2glaunch/start-blast2go
http://www.java.com.tr/
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ile ilgili güncel bilgiler NCBI gibi veritabanlarından toplanmıştır. Bu işlem bittikten sonra 

GO (gen ontolojisi) yapılmıştır. Genin doğrudan veya dolaylı ilişkili olduğu tüm biyolojik 

ve moleküler prosesler belirlenmiştir. Üçüncü adımda KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes) yapılmıştır. KEGG genin herhangi bir yolakda yer alıp almadığı 

aldıysa bu yolaktaki işlevi, hangi reaksiyonlarda yer aldığı yolak haritasıyla beraber 

gösterilmiştir. 

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 üzere 3 katagori altında yer 16 veritabanının birleşimiyle 

oluşmuştur. 2003 yılından önce sistem bilgisi katagorisi altında yer alan KEGG Pathway 

veritabanında enzim genleri EC ile başlayan bir numaraya sahipti. Fakat günümüzde 

hiyerarşik bir isimlendirilmenin temel aldığı KO ile başlayan sınıflandırılma 

kullanılmaktadır. Ayrıca bu enzim genlerinin biyolojik yolakların neresinde rol aldığı ve 

ilgili enzimin katalizlediği reaksiyonun kimyasal formülasyonu da açıkça belirtilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 

 

5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. RNA İzolasyonu 

 

RNA izolasyonlarında iki farklı yaklaşım kullanılmıştır. İlk olarak miRNA mikroarray 

analizi yapmak için miRVana ile küçük RNA’ları zengilleştirilmiş RNA izolasyonu 

yapılmıştır (Şekil 5.1.b). Uygulanan ikinci yaklaşım ile tespit edilmiş olan miRNA’ları 

çoğlatmak ifade seviyelerini ölçmek (qRT-PCR ile) ve miRNA’ların hedeflediği genleri 

klonlamak (RLM-RACE ile) için total RNA izolasyonları Trizol, (Invitrogen)  kullanılarak 

yapılmıştır (Şekil 5.1.a). 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.1. RNA agaroze jel (%2) görünüleri. A) Trizol yöntemiyle izole edilen total RNA izolasyon 

sonuçları. Miks RNA kök, gövde, yaprak ve genç kapsül RNA’larının eşit miktarda karışımıyla elde 

edilmiştir. B) miRVana izolasyonuyla elde edilen küçük RNA’ları yoğunlaştırılmış izolasyon sonuçları. 

 

İzole edilen RNA’ların toplam kalite ve miktar tayinleri yapılarak sonuçlar. Şekil 5.1. ve 

Çizelge 5.1’de verilmiştir. Ayrıca Şekil 5.1.’de ki total RNA örneklerinde  4 adet bant (25s 

rRNA, 23s rRNA, 18s rRNA ve 16s rRNA)  görülüp, intak total RNA’lar izole edilmiştir. 
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Çizelge 5.1.İzole edilen RNA’ların kalite ve konsantrasyon tayinleri 

 
 Konsantrasyon

(ng/μl) 

Toplam 

volüm 

(μl) 

Toplam 

miktar 

 (μg) 

OD260/ 

OD280 

OD260/ 

OD230 

m
iR

V
an

a 

k
ü

çü
k

 R
N

A
 i

zo
la

sy
o

n
u

 Kök 38 50 1.9 1.9 1.4 

Gövde 40 50 2.0 2.0 1.6 

Genç 

Kapsül 

45 50 2.2 1.7 1.3 

Yaprak 45 50 2.2 1.8 1.6 

Miks 27 28 0.756 1.9 1.5 

T
ri

zo
l 

T
o

al
 R

N
A

 i
zo

la
sy

o
n

u
 Kök 258 50 12.9 2.1 2.2 

Gövde 700 50 3.5 2.0 2.0 

Genç 

Kapsül 

1660 50 8.3 1.9 2.1 

Yaprak 250 50 12.5 1.9 1.9 

Miks 1024 18 18.4 2.1 1.9 

 

Ayrıca Solexa derinlemesine sekanslama öncesi Biyoanalyzer Agilent 2100 ile RNA 

analizleri yapılarak dizileme için izole edilen RNA’ların yeterli kalitede olduğu teyid 

edilmiştir (Şekil 5.2.). 
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Şekil 5.2. Bioanalyzer 2100 agilent cihazı yardımıyla miks RNA’lar için yapılan ayrıntılı 

analiz raporu. A) miRVana izolasyonuyla yapılan küçük RNA izolasyonu. B) Trizol ile izole edilen total 

RNA sonuçları 

 

5.2. Derinlemesine Dizileme Çalışması  

 

Derinlemesine dizileme ile toplam okunan baz sayısı 11.999.328’ dir ve bunun 10.510.914 

(%89,21)’i temiz okumadır (adaptörler temizlendikten sonra). Benzersiz küçük RNA dizisi 

okuması (unique sRNA reads) 2.999.700 olarak saptanmıştır. Bu küçük RNA okumalarının 

488.373 dizi okuması yani % 4,65 lik bölümü miRNA benzeri dizi olarak bulunmuştur. 

Geri kalan RNA okumaları 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 bulunmuştur (Çizelge 5.2.).  

 

B 

A 

Küçük RNA’lar 
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Çizelge 5.2. Haşhaşa ait küçük RNA dizi okumalarının kategorilere göre dağılımı.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solexa İllumina teknolojisi yardımıyla toplam 12.550 haşhaş miRNAsı saptanmış olup bu 

miRNA’ların çoğunluğunun (%39.5) 24 nükleotid boyunda olduğu tesbit edilmiştir. 

Haşhaş miRNA’larının boyutlarına göre dağılımı Şekil 5.3’ de verilmiştir.  

 

 

 

Şekil 5.3. Haşhaş olgun miRNA’larının uzunluklarının dağılımı. miRNA’ların büyük 

çoğunluğunun 24 nükleotid ve 21 nükleotid uzunluğunda olduğu saptanmıştır. 

 

Derinlemesine dizileme sonucu bulunan miRNA’lar, miRBase veritabanında yer alan ve 

önceden bulunarak, doğruluğu ispatlanmış miRNA’lar ile örtüştürülmüştür. Sonuçta 

miRNA’larımız, 124 miRNA ailesi olarak kategorize edilmiştir. Bu miRNA ailelerinin 

Kategori 
Benzersiz 

sRNA 
% 

Toplam 

sRNA 
% 

Toplam 2,999,700 100% 10510914 100% 

Ekzon_antisens 360 0.01% 1257 0.01% 

Ekzon_sense 1395 0.05% 31158 0.30% 

İntron_antisens 220 0.01% 495 0.00% 

İntron_sens 116 0.00% 464 0.00% 

miRNA 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% 

F

r

e
k

a

n
s

 

y
ü

z

d
e
s

i 
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olgun miRNA sekansları EK-1’de verilmiştir.  

 

Çizelge 5.3. Derinlemesine dizileme sonucu haşhaşta belirlenen  miRNA aileleri 

 

miRNA Ailesi Okuma 

Sayısı 

pso-miR535 112835 

pso-miR156 92129 

pso-miR166 82486 

pso-miR167 34560 

pso-miR168 29380 

pso-miR157 17899 

pso-miR172 10767 

pso-miR164 6218 

pso-miR2911 3800 

pso-miR159 3757 

pso-miR408                  2849 

pso-miR780 2572 

pso-miR2916 1654 

pso-miR2108 1592 

pso-miR5225 1473 

pso-miR6027 1113 

pso-miR4351 1011 

pso-miR319 972 

pso-miR396 942 

pso-miR1439 940 

pso-miR1037  854 

pso-miR390 792 

pso-miR2673 775 

pso-miR1851 712 

pso-miR1089 706 

pso-miR1310 596 

pso-miR5558 469 

pso-miR171 431 

pso-miR530 398 

pso-miR2628 354 
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Çizelge 5.3. devam  

pso-miR827 314 

pso-miR5205 281 

pso-miR1514 265 

pso-miR894 258 

pso-miR160 251 

pso-miR1511 208 

pso-miR1507 203 

pso-miR395 176 

pso-miR4233 176 

pso-miR1850 157 

pso-miR472 154 

pso-miR1023 152 

pso-miR165 141 

pso-miR1863 139 

pso-miR845 119 

pso-miR393 115 

pso-miR1432 114 

pso-miR2948 113 

pso-miR1044 111 

pso-miR1312 98 

pso-miR823 93 

pso-miR2867 90 

pso-miR1114 87 

pso-miR1051 82 

pso-miR397 82 

pso-miR2099 79 

pso-miR1852 79 

pso-miR2111 78 

pso-miR2643 76 

pso-miR854 69 

pso-miR398 68 

pso-miR950 67 

pso-miR1847 65 

pso-miR1534 60 

pso-miR1106 57 
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Çizelge 5.3. devam  

pso-miR901 56 

pso-miR4393  53 

pso-miR6466 53 

pso-miR844 50 

pso-miR835 48 

pso-miR2119 48 

pso-miR1533 47 

pso-miR845 47 

pso-miR2055 44 

pso-miR5565 44 

pso-miR829 43 

pso-miR1153 39 

pso-miR169 39 

pso-miR394                  37 

pso-miR1061 37 

pso-miR528 33 

pso-miR1862 34 

pso-miR1223 31 

Pso-miR1146 29 

pso-miR5658 29 

pso-miR1028 24 

pso-miR1510 20 

pso-miR1152 19 

pso-miR2931 19 

pso-miR1514 18 

pso-miR399 15 

pso-miR1881 15 

pso-miR158 14 

pso-miR860 14 

pso-miR1150 14 

pso-miR5181 11 

pso-miR855 11 

pso-miR2092 10 

pso-miR2411 10 

pso-miR2615 9 
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Çizelge 5.3. devam  

pso-miR1850 9 

pso-miR1040 8 

pso-miR1508 8 

pso-miR2091 7 

pso-miR2636 6 

pso-miR2634 5 

pso-miR161 4 

pso-miR1314 4 

pso-miR1867 4 

pso-miR1433 4 

pso-miR2097 4 

pso-miR473 4 

pso-miR1080 4 

pso-miR912 3 

pso-miR1217 3 

pso-miR2275 2 

pso-miR2936 2 

pso-miR6434 2 

pso-miR415 2 

pso-miR1070 2 

pso-miR162 2 

pso-miR426 2 

pso-miR1154 1 

pso-miR820 1 

 

 

 

 

 

Derinlemesine dizileme sonucu 124 miRNA ailesi saptanmıştır. Bunlardan 27 tanesi 

korunmuş 97 tanesi ise korunmamış miRNA aileleri olarak sınıflandırılmıştır. 

 

 Korunmuş miRNA aileleri; miR156, miR159/319, miR160, miR166, miR171, miR408, 

miR390/391, miR395, miR396, miR397, miR398, miR162, miR164, miR167, miR168, 

miR169, miR172, miR393, miR394, miR399, miR827, miR2111, miR472, miR2275, 
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miR528, miR530 ve miR535 dir. Bu korunmuş miRNA’ların bazılarının pre-miRNA 

dizileri EK-2’de verilmiştir. 

 

 

5.3. Morfin Sentezinde Rol Oynayan Genleri Hedefleyen miRNA’lar 

 

Yapılan 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 küçük RNA ile komplementer 

olduğu belirlenmiştir (EK-3). Bu küçük RNA’lardan 3 tanesi Papaver EST’si ile 

örtüşmüştür (EK-3). Bu 3 küçük RNAdan sadece 7-OMT genini hedefleyen 1 küçük RNA 

(t0071347)’nın pre-miRNA yapısı öngürülebilmiş (EK-3, Şekil 5.4.) ve MFEI değeri 

hesaplanmıştır  ve yeni haşhaş miRNAsı olarak pso-miR13 olarak adlandırılmıştır (Çizelge 

5.4.). Diğer 2 küçük RNA (1 adet (t0013376) SAT, 1 adet (t0000199) TYDC ve COR 

geniyle komplementer 1 küçük RNA (t0047847)’nın haşhaş bitkisinde farklı dokulardaki 

ifade düzeyleri qRT-PCR ile ölçülmüştür. Sonuçlar ‘Bölüm 5.7.’ ’de verilmiştir.  

 

5.4. Haşhaşta Derinlemesine Dizileme Sonucu Bulunan Yeni miRNA’lar 

 

Tüm dokulara (kök, gövde, yaprak ve kapsül) ait RNA’ların eşit miktarda birleştirilmesi 

sonucu küçük RNA kütüphaneleri oluşturulmuş ve okumalar yapılmıştır. Sonuçta haşhaş 

bitkisine ait 7 adet yeni miRNA tespit edilmiştir (Çizelge 5.4.). Yeni olgun miRNA’lar 19-

22 nükleotit uzunluğundadır. Bu miRNA’ların pre-miRNA uzunlukları 88-214 nükleotid 

arasında olup MFEI değerleri ise 0,72-1,23 arasındadır.   
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Çizelge 5.4 Derinlemesine dizileme sonucu bulunan yeni miRNA’lar  

 

miRNA 

adı 

Sekansı (5’-3’) OU PU MFEI GC

% 

   ΔG 

 

Oku

ma 

Homolog 

miRNA 

pso-miR2 UUCCAUCUCUUGCACACU

GGA 

21 88 1,04 53,4 -

49,30 

29 vvi-miR2950 

pso-

miR3.1 

 

CGCUAUCCAUCCUGAGUU

UCA 

21 115 1,08 52,17 -

65,10 

10 aly-miR390a-

3p 

pso-

miR3.2 

123 1,23 39,02 -

57,80 

pso-

miR3.3 

123 1,08 39,02 -

52,10 

pso-

miR4.1 

CCCGCCUUGCAUCAACUG

AAU 

21 214 0,72 48,59 -

75,80 

547 aly-miR168-

3p 

pso-

miR4.2 

193 0,75 44,5 -

62,50 

pso-miR5 GCUUACUCUCUAUCUGUC

ACC 

20 111 1,22 45,04 -

61,30 

26 aly-miR156e-

3p 

pso-

miR7.1 

 

GCCUGGCUCCCUGUAUGC

CAU 

 

21 98 1,14 53,06 -

59,30 

26 csi-miR160 

pso-

miR7.2 

101 0,84 54,45 -

46,40 

pso-

miR7.3 

101 1,023 46,53 -

48,10 

pso-

miR11 

GGAAUGUUGUUUGGCUCG

AGG 

22 135 1,23 35,55 -

57,80 

73 aly-miR166a-

5p 

pso-

miR13 

UGAUGGAGGAGAAGAGAA

GA 

20 165 0,77 28,8 -

34,09 

31 - 

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

 

Yeni miRNA’lara pre-miRNA ikincil yapıları ise Şekil 5.4.’de; pre-miRNA dizileri EK-

4’de  verilmiştir. 

 

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  UC            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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Şekil 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    CC     C          C     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^                   ----   UU     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  UCUUUUUUC UUUA  UC       G 

                  UUAAAAAAAAUUUUG        AG         G    G-  AAAAAAA  

                         140       130       120       110        100 

 

Şekil 5.4. Haşhaşta bulunan yeni miRNA’ların pre-miRNA yapısı. Kırmızı işaretli dizi olgun 

miRNA yapısını göstermektedir. 
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5.5. Mikroarray Tabanlı Genom Düzeyinde miRNA İfade Analizi 

 

Haşhaş bitkisinde bulunan miRNA’ların farklı dokulardaki (kök, gövde, yaprak, genç 

kapsül) ifade düzeyleri arasındaki farklılıkların ölçülmesi amacıyla mikroarray çalışmaları 

yapılmıştır.  

 

Karşılaştırmalı analizler için birçok farklı kıyaslama yapılmıştır. Buna örnek olarak kapsül 

dokusu ifade düzeyinin kök, gövde ve yapraklardan alınan sinyallerle karşılaştırıldığı gibi 

ayrı ayrı kökle, gövdeyle ve yaprakla karşılaştırılması da verilebilir. Benzer şekilde gövde, 

yaprak ve kök içinde karşılaştırmalı analizler yapılmıştır. Ek-5’de p< 0,01 olan bütün 

örnekler karşılaştırmalı olarak analiz edilerek ANOVA sonuçları verilmiştir. Dokularda 

ifade olan miRNA’ların mikroarray analizi Çizelge 5.5.’de gösterilmiştir. 

 

 

Çizelge 5.5. Haşhaş bitkisinde 4 farklı dokuya ait miRNA’ların mikroarray analizleri 

(p<0.01) 

 

  Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 

  yaprak kapsül gövde Kök 

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-miR156c 335 4,045 97 689 

smo-miR156c 238 397 42 40 

smo-miR156d 25 31 20 2 

vvi-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-miR156g 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 

osa-miR156l 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 

osa-miR159d 6,069 10,050 8,403 8,577 

osa-miR159e 6,231 10,136 8,559 8,794 
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Çizelge 5.5. devamı     

sof-miR159e 168 512 279 150 

osa-miR159f 15,177 16,667 20,280 22,596 

zma-miR159g 13 69 48 26 

ppt-miR160b 30 41 68 80 

osa-miR160e 42 50 65 90  

ppt-miR160c 21 12 24 38 

aly-miR164a 5,171 10,345 6,125 2,493 

far-miR164a 2,755 12,823 6,537 477 

aly-miR164c 5,237 10,567 6,303 2,536 

osa-miR164c 5,685 13,080 8,504 2,700 

sbi-miR164c 5,755 11,842 7,197 2,393 

rco-miR164d 7,029 13,852 9,351 3,139 

osa-miR164d 5,658 10,598 6,402 2,701 

osa-miR164e 6,893 13,898 9,753 3,261 

zma-miR164h 1,972 8,177 3,361 230 

mtr-miR166b 6,611 2,733 5,297 4,896 

far-miR166 912 70 235 174 

aly-miR166a 4,774 1,814 4,013 2,590 

crt-miR166a 6,086 2,031 4,338 3,699 

crt-miR166b 6,736 2,539 5,087 4,031 

sbi-miR166a 5,726 1,770 4,197 3,231 

ppt-miR166m 1,217 191 415 246 

ppt-miR166j 3,466 1,096 2,510 1,332 

osa-miR166i 1,360 425 495 139 

ptc-miR166n 4,739 2,194 4,184 2,992 

osa-miR166k 3,552 1,102 2,319 1,114 

osa-miR166m 6,484 2,337 5,043 3,754 

osa-miR166e 2,766 955 2,329 971 

sbi-miR166k 6,423 2,945 6,006 4,430 

osa-miR166g 6,189 2,544 5,466 3,999 

ahy-miR167-5p 5,102 8,525 671 110 

ppt-miR167 4,043 7,335 390 70 

aqc-miR167 1,195 3,558 90 10 

aly-miR167a 4,668 7,923 684 124 

bna-miR167a 3,159 5,095 238 49 

aly-miR167c 2,178 5,179 181 17 

vvi-miR167c 3,107 5,033 201 28 

aly-miR167d 4,288 6,515 501 96 

osa-miR167d 5,035 8,138 610 109 

gma-miR167g 1,261 3,339 90 1 

ptc-miR167h 3,838 6,741 251 20 

mtr-miR168 2,463 1,544 2,259 482 

aly-miR168a 6,412 3,227 5,255 4,048 

aly-miR168a-3p 1,269 596 1,113 1,208 

smo-miR171a 271 68 57 21 

gma-miR171a 296 79 62 2 

aly-miR171b 394 131 99 13 

smo-miR171b 217 21 34 20 

zma-miR171b 443 161 124 21 

bdi-miR171c 591 372 177 1 
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Çizelge 5.5. devamı     

mtr-miR171c 245 100 51 7 

zma-miR171c 287 153 75 4 

zma-miR171f 380 97 93 13 

aqc-miR171f 311 175 93 10 

rco-miR172 262 79 366 405 

sbi-miR172a 611 354 1,143 1,349 

aly-miR172a 685 473 1,681 1,763 

vvi-miR172a 202 57 234 263 

zma-miR172b-3p 532 132 1,033 1,106 

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

aly-miR172c 462 214 790 937 

osa-miR172c 405 207 701 801 

zma-miR172c-3p 240 34 233 353 

ptc-miR172i 304 90 339 549 

sly-miR319 1,595 5,618 4,725 4,497 

pta-miR319 168 1,735 1,492 894 

gma-miR319a 341 2,653 1,992 1,695 

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

aly-miR319c 798 3,700 2,844 2,585 

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

ptc-miR319e 1,011 3,609 2,824 3,103 

gma-miR390a-3p 91 373 202 970 

aly-miR390a 22 78 40 588 

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

gma-miR390b 11 19 14 71 

aly-miR390b-3p 16 83 58 273 

ppt-miR390c 19 67 39 397 

osa-miR395a 24 75 102 15 

osa-miR395b 50 64 91 13 

tae-miR395b 45 69 94 7 

mtr-miR395b 24 76 89 14 

aly-miR395b 46 524 196 38 

osa-miR395c 534 7 14 3 

aly-miR395c 31 447 183 14 

aly-miR395d 37 85 83 14 

sbi-miR395f 87 77 96 6 

mtr-miR395g 50 71 76 8 

mtr-miR395h 192 62 82 4 

aly-miR395i 1,290 25 37 14 

osa-miR395o 791 4 27 6 

osa-miR395u 14 46 81 7 

far-miR396 10 3 35 96 

vvi-miR396a 5,724 1,248 3,424 10,188 

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

zma-miR396a-3p 89 697 470 7,735 

aly-miR396a 952 83 777 4,518 

vvi-miR396b 6,024 1,538 4,493 12,040 

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

sbi-miR396e 3,543 622 3,069 10,364 

sbi-miR396d 2,587 343 2,135 8,730 
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Çizelge 5.5. devamı     

osa-miR396f 1,544 107 556 2,851 

osa-miR396g 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 

osa-miR530-5p 3,932 8 722 54 

csi-miR530b 550 1 44 4 

csi-miR535 8,683 877 2,702 4,892 

osa-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 

osa-miR1858a 17 14 49 7 

peu-miR2911 52,507 4,847 36,139 5,975 

peu-miR2916 191 761 121 1,226 

osa-miR2919 228 2,177 468 825 

vvi-miR2950 45 37 45 219 

     

Kısaltmalar: 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 farklı doku için yapılan miRNA mikroarrayi sonucunda haşhaş 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 üzere toplamda 28 miRNA ailesi tespit edilmiştir. Bunlardan 17 tanesi 

korunmuş miRNA ailesidir. 
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pso-miR156 haşhaşta dört dokuda da tespit edilmiştir. Fakat diğer dokulara kıyasla kapsül 

dokusunda en fazla, gövdede ise en az ifade edilmektedir. pso-miR164 ve pso-miR167 

kapsülde çok, kökte az; pso-miR319, pso-miR474 ve pso-miR2919 kapsülde çok, yaprakta 

az ifade edilmektedir. pso-miR854, pso-miR1314, pso-miR1436 ve pso-miR397 kapsülde 

daha fazla ifade olmaktadır. pso-miR529, pso-mir530, pso-miR2911 ve pso-miR166 

kapsülde az, yaprakta çok; pso-miR535 kapsülde az; pso-miR172 ve pso-miR396 ise 

kapsülde az, kökte çok ifade edilmektedir.  

 

pso-miR168 yaprakta çok; pso-miR171 kökte az, yaprakta çok; pso-miR1148 ve pso-

miR1858 kökte az, gövdede çok; pso-miR1310 yaprakta az gövdede çok ifade 

edilmektedir. pso-miR1450 ve pso-miR160 kökte çok ifade edimektedir. pso-miR390 

kökte çok, yaprakta az; pso-miR2916 kökte çok, gövdede az; pso-mir395 ise kökte az ifade 

olmaktadır. pso-mir159a-b ve pso-miR159f kökte fazla yaprakta az, pso-miR159c-e ve 

pso-miR159g ise kapsülde fazla ifade olmaktadır. 

 

5.6. Haşhaş miRNA’larının Hedef Genleri 

 

Haşhaş bitkisine ait miRNA’lar derinlemesine dizileme ve miRNA mikroarrayı ile tespit 

edilmiştir. Korunmuş miRNA’lar ve yeni haşhaş miRNA’ların biyoenformatik olarak 

hedefledikleri genler/proteinlerin aksesyon numaraları ve adları Çizelge 5.6’da verilmiştir. 

Geriye kalan miRNA’ların hedef gen sonuçları EK-6 ‘de verilmiştir. Hedef genler 

bulunurken psRNATarget adlı veritabanı kullanılmıştır. Haşhaş genomu tüm detayları ile 

bilinmediğinden haşhaş bitkisine en yakın model bitki olarak Arabidopsis thaliana seçilip 

tüm analizler bu model bitki kullanılarak yapılmıştır. 
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Çizelge 5.6. Haşhaş bitkisinde tespit edilen korunmuş ve yeni miRNA’ların hedefledikleri 

genler 

 

miRNA Hedef ID Hedef genin/proteinin adı  

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 TOE2 | 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, TOE1 | related to AP2.7  

AT2G28550.3 RAP2.7 | related to AP2.7  

AT2G39250.1 SNZ | Integrase-type DNA-binding superfamily protein  

AT4G29430.1  rps15ae | ribosomal protein S15A E  

AT3G14770.1 SWEET2, AtSWEET2 | 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, ANAC054, ATNAC1 | 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 c 

AT1G10530.1 fonkksiyonu bilinmeyen protein 
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Çizelge 5.6. devam  

pso-miR408 AT3G04480.1 endoribonucleases  

AT1G02880.2 TPK1 | thiamin pyrophosphokinase1  

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 II  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 

SIRNA3); 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  CYP96A1 | cytochrome P450, family 96, subfamily A, polypeptide  

 

 

 

pso-miR169 

AT1G17590.1  NF-YA8 | nuclear factor Y, subunit A8  

AT1G54160.1  NFYA5, NF-YA5 | nuclear factor Y, subunit A5  

AT1G17590.4  NF-YA8 | nuclear factor Y, subunit A8  

AT1G17590.3  NF-YA8 | nuclear factor Y, subunit A8  

AT3G20910.1  NF-YA9 | nuclear factor Y, subunit A9  

AT5G12840.1  HAP2A, EMB2220, ATHAP2A, NF-YA1 | nuclear factor Y, subunit A1  

AT5G12840.4  HAP2A, ATHAP2A, NF-YA1 | nuclear factor Y, subunit A1  

AT5G42120.1 Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein  

Çizelge 5.6. (devam) 

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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Çizelge 5.6. devam  

 

pso-miR399 

 

AT2G33770.1 

 

UBC24, ATUBC24, PHO2 | phosphate 2  

AT1G67230.1  LINC1 | little nuclei1  

AT5G15660.1  F-box and associated interaction domains-containing protein  

 

pso-miR827 

AT1G02860.2  NLA | SPX (SYG1/Pho81/XPR1) domain-containing protein  

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-

miR2275 

AT1G15530.1  Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein  

AT4G33380.2 Fonksiyonu bilinmeyen protein 

AT3G15360.1  ATHM4, TRX-M4, ATM4 | thioredoxin M-type 4  

AT5G67180.1  TOE3 | 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  CYCA2;4 | Cyclin A2;4  

AT5G17710.2 EMB1241 | Co-chaperone GrpE family protein  

AT2G04290.1  transposable element gene  

AT4G30160.1  VLN4, ATVLN4 | 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 | tetraspanin14  

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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Çizelge 5.6. devam 

 

 

 

 

 

pso-mir13 

 

AT1G52160.1 

  

TRZ3 | tRNAse Z3  

AT5G01040.1  LAC8 | 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  LAC5 | laccase 5  

AT4G16180.2 Fonksiyonu bilinmeyen protein 

AT1G71220.2 EBS1 | UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferases;transferases, 

transferring hexosyl groups;transferases, transferring glycosyl groups  

AT1G27752.2 Ubiquitin system component Cue protein  

AT1G26370.1  RNA helicase family protein  

AT5G25050.1  Major facilitator superfamily protein  

AT5G17300.1  RVE1 | 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) 

 

Haşhaşta ifade olunan tüm miRNA’ların hedef genleri Çizelge 5.6. ve EK-6’de verilmiştir. 

Bu genlerin ilişkili olduğu diğer genlerin bulunması için Blast2GO programı kullanılmıştır 

ve biyolojik proseslerde yer alan genler sınıflandırılmıştır. Sonuçlar Çizelge 5.7.’de 

gösterilmiştir. 

 

Çizelge 5.7. Tüm haşhaş miRNA’larının Gen ontolojisi (GO) sonuçları 

 

  

miRNA Adı 

GO Biyolojik 

 Proses 

Gen ID Toplam  

hedef  

sayısı 

pso-miR1106 pso-miR1040  

pso-miR1514 pso-miR158 

 pso-miR169 pso-miR145 pso-miR860 

 pso-miR5181 pso-miR1508 pso-miR166  

pso-miR171 pso-miR426 pso-miR7 

Transkripsiyon TC390153, TC373385 TC370585 NP2707755 

 TC364258 TC403782 TC374930 TC374877  

TC367576 TC393398 TC362993 TC359182 

TC369295 

13 

pso-miR1514 pso-miR1439 Fotosentez TC407049 TC376596 2 

pso-miR1850 TCA Döngüsü TC359178 1 
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Çizelge 5.7. devam    

pso-miR13 pso-miR408 Alkaloit biyosentezi TC364549 TC366290 TC366821  

TC364549 

4 

pso-miR1867, pso-miR2411 Yağ asidi metabolizması TC375040 BX835467 2 

pso-miR162 pso-miR6434   

pso-miR1851 pso-mir171 

Çicek gelişimi TC400535 TC362500 TC360624  

AT4G00150.1 

4 

pso-miR162 pso-miR829 pso-miR854 

 pso-miR168 

Transkripsiyon sonrası 

gen susturması 

TC400535 TC359132 TC359129 

TC358800 

4 

pso-miR1507 pso-miR835 Apoptosiz TC380587 NP10443957 2 

pso-miR1507 pso-miR1850 pso-miR2615 

 pso-miR393 pso-miR172   

pso-miR1850 pso-miR1858 

Yan köklerin  

oluşumu 

TC360854 TC360969 TC362714 

 TC390317 TC371187 TC360969 

AT1G15750.3 

6 

pso-miR1154  pso-miR1439 pso-miR156 

 pso-miR169 pso-miR415 pso-miR2634 

pso-miR6027 pso-miR6434 pso-miR854 

pso-miR1040 pso-miR1051 pso-miR1114 

pso-miR1850 pso-mir13 

Protein- amino asit  

fosforilasyonu 

NP454664 TC3600004 TC361859 

TC362330 NP864162 TC373061  

TC360791 TC362500 TC362689  

TC375507 TC393916 TC372821 

TC360969 TC373211 

14 

pso-miR1507, pso-miR5225 Sürgün gelişimi TC362119 TC359058 2 

pso-miR1432,pso-miR1439  pso-miR2931 

 pso-miR518 pso-miR528 pso-miR5658 

pso-miR5181 pso-miR835 pso-miR7 1458 

Absisik asit cevabı TC366718 TC368324 TC374571 TC374877  

TC374077 TC374279 TC374877 TC370505 

 TC369295  NM_101575.3 

10 

pso-miR1507 Yaşlanma BE037967 1 

pso-miR1051, pso-miR319 pso-miR393 

 pso-miR415 pso-miR6434  pso-miR1051 

 pso-miR1508 

Anter gelişimi NP1662956  TC362211 TC390317 NP1646759 

 NP864162 TC362500 NP1662956 TC367576 

8 

pso-miR1507 pso-miR1508 pso-miR172 

 pso-miR1851 pso-miR7 

Yaprak gelişimi TC360854 TC384235 TC372854 

TC360624 TC369295 

5 
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Çizelge 5.7. devam 

 

pso-miR1106 pso-miR1312 pso-miR143 

 pso-miR1439 pso-miR415 pso-miR6434 

pso-miR1051 pso-miR1106 pso-miR1432 

 pso-miR1439 pso-mir1450 

 

Tuz stresi cevabı 

 

TC390153 BP642718 TC366718 

TC370887  TC368324 TC390153 

TC403782 TC37646 TC405170 

TC368324  NM_101575.3 

 

11 

pso-miR1507, pso-miR2615 pso-miR2634 

 pso-miR408 pso-miR6434  pso-miR168 

 pso-miR7 pso-miR1450 pso-miR1858 

Oksin sinyal yolağı TC360854 TC362714 TC372926 

 TC383405 TC376462 TC358800 

TC369295  NM_101575.3 AT1G15750.3 

7 

pso-miR2275 pso-miR408 pso-miR1312 Oksidatif stres cevabı TC377543 TC366290 BP642718 3 

pso-miR2634 pso-miR397 Sirkadian ritmi TC372926 TC369581 2 

pso-miR1850 pso-miR319 pso-miR827 

 pso-miR6434 pso-miR1106 pso-miR1850 

pso-miR845 pso-miR855 pso-miR530 

Salisilik asit cevabı TC360969 TC362211 TC360969 

TC377815 TC376462 TC390153 

TC389008 TC372515 

7 

pso-miR167  pso-miR2931 pso-miR5225 Nematod  cevabı TC364720 TC374571 TC370876 3 

pso-miR5225 pso-miR835  

pso-miR397 pso-miR1312 

Kalsiyum iyonunun 

 taşınması  

TC359058 TC369983 

TC360514 TC359077 

4 

pso-miR1312, pso-miR397 pso-miR1514 

 pso-miR5658 pso-miR1439 pso-miR168 

Işık uyaranına cevap TC378519 TC360514 TC407049 

TC374279 TC364708 TC358800 

6 

pso-miR1106, pso-miR397 pso-miR1106 

 pso-mir13 

Lignin biyosentezi TC365552 TC365081 TC365552 

BP810741 

4 

pso-miR1432 pso-miR1507 pso-miR1514 

 pso-miR1850 pso-miR2673 pso-miR393 

pso-miR4393 pso-miR5658 pso-miR827  

pso-miR415 pso-miR835 pso-miR168 

pso-miR1850 

Savunma cevabı TC382203,TC380587TC386611 

 TC360969 TC372924 TC377815 

TC390317 TC403782 TC365582 

 TC358457 TC10443957 Tc358800 

TC360969 

13 

pso-miR1106 Zarlar arası taşıma TC368978 1 
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Çizelge 5.7. (devam) 

pso-miR1106  pso-miR415 pso-miR835  

pso-miR6434 pso- miR530 pso-miR1858 

Jasmonik asit uyarısına  

Cevabı/jasmonik  

Asit aracılı  

sinyal yoloğı 

TC368978 TC403782 TC370505 

 TC376462 TC372515 AT1G15750.3 

5 

pso-miR1114 pso-miR2643 Terpenoid biyosentezi TC361859  DR356470 2 

pso-miR1154  pso-miR473  pso-miR528 Ksilemin büyümesi NP454664 TC362939 TC374077 3 

pso-miR1507 Meyva oluşumu TC392119 1 

pso-miR1051 pso-miR1439 pso-miR6434 

 pso-miR169 pso-miR2948 pso-miR426 

pso-miR1439 pso-miR426 pso-mir1450 

Susuzluğa cevap TC405170 TC368324 TC359182 TC3369325 

 TC373778 TC359182 TC362500 TC368324 

NM_101575.3 

8 

pso-miR1439 pso-miR5225 pso-miR1217 Soğuk stresi cevabı TC4322256 TC370876 TC360551 3 

pso-miR1051 pso-mir2 Asetil-CoA  biyosentezi TC361809 TC362344 1 

pso-miR1439 pso-miR408 pso-miR528 

 pso-miR2634  pso-miR408 

Sitokin cevabı TC3600004 TC383405 TC374077 TC380846  

TC343405 

 5 

pso-miR1507  pso-miR2916 pso-miR319 Giberillik asit cevabı BE037967, TC399678 TC362211 3 

pso-miR1514, pso-miR1852. pso-miR2643 

 pso-miR835 pso-miR1106 

Hücre duvarı oluşumu EG478206 TC364976 TC362621  

TC370505 TC365552 

5 

pso-miR158 Flavanoid  

biyosentezi 

NP10641221 1 

pso-miR2673 pso-miR854 

pso-miR7 pso-mir13 

Antosiyanin 

 biyosentezi 

TC367437 TC402709 

TC369295 NP10426976 

4 

pso-miR2936, pso-miR393  pso-miR1106  

pso-miR827 pso-miR2615 pso-miR399 

 pso-miR1432 pso-miR845 pso-miR855 

Ubikinon Biyosentezi 

 protein ubikinasyonu 

TC364256 TC390317 TC367211 

TC358434 TC377815 TC362714 

TC370887  TC389008 

8 

pso-miR399 Fotomorfogenez TC358434 1 
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Çizelge 5.7. (devam) 

pso-miR4351 pso-miR530 Yaralanma cevabı TC374516 TC372515 2 

pso-miR1514 pso-miR167 pso-miR1852 

 pso-miR2275 pso-miR2643 pso-miR5181 

pso-miR5225 pso-miR1028 pso-miR1051 

Karbonhidrat  

metabolizması 

EG478206 TC364720 TC364976 

TC377543 TC362621 TC393094 

TC370876 TC406139 NP1662956 

9 

 

miRNA’ların hedeflediği genler toplamda 44 biyolojik proses altında katagorize edilmiştir. 

Bu prosesler; Transkripsiyon, fotosentez, trikarboksilik asit döngüsü, alkaloit biyosentezi, 

yağ asidi metabolizması, çicek gelişimi, posttranskripsiyonel gen susturması, apoptosis, 

yan köklerin oluşumu, protein- amino asit fosforilasyonu, sürgün gelişimi, absisik asit 

cevabı, yaşlanma anter gelişimi, yaprak gelişimi, tohum dormansisininin bitip embriyonun 

oluşumu, tuz stresi cevabı, oksin sinyal yolağı, oksidatif stres cevabı, sirkadian ritmi, 

salisilik asit cevabı, nematod cevabı, kalsiyum iyonunun taşınması, ışık uyaranına cevap, 

lignin biyosentezi, savunma cevabı, zarlar arası taşıma, jasmonik asit uyarısına cevab, 

terpenoid biyosentezi, ksilemin büyümesi, meyva oluşumu, susuzluğa cevap, soğuk stresi 

cevabı, Asetil-CoA biyosentezi, sitokin cevabı, giberillik asit cevabı, hücre duvarı 

oluşumu, flavanoid biyosentezi, antosiyanin biyosentezi, ubiquinon biyosentezi ve protein 

ubiquinonasyonu, fotomorfogenez, yaralanma cevabı, karbonhidrat metabolizması. 

 

5.7. Seçilen Bazı miRNA’lar ve Hedefledikleri Genlerin qRT-PCR Analizleri 

 

pso-miR2 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandır (Çizelge 5.4.). pso-

miR2’nin biyoenformatik olarak hedefledği genlerden biri F-box/Kelch-repeat protein 

(AT1G30090)’dir (Çizelge 5.6). pso-miR2 ve hedefledği gen ile ilgili qRT-PCR sonucu 

Şekil 5.5.’de verilmiştir. Bu sonuca göre pso-miR2 en fazla yaprak, en az kapsülde; hedef 

gen ise en çok kapsülde en az yaprakta ifade olmuştur. 
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Şekil 5.5. Pso-miR2 ve hedeflediği F-box/Kelch-repeat protein (AT1G30090) geninin 

farklı dokularda ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü 

 

pso-miR3 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandır (Çizelge 5.4.). pso-

miR3’ün biyoenformatik olarak  putative retroelement pol polyprotein (NP455428)  bir 

geni hedefledeği bulunmuştur (Çizelge 5.6). pso-miR ve hedefledği gen ile ilgili qRT-PCR 

sonucu Şekil 5.6.’de verilmiştir. Bu sonuca göre pso-miR3 en fazla kapsül, en az yaprakta; 

hedef gen ise en fazla kapsül ve kök, en az gövdede ifade olmuştur.  

 

 
 

Şekil 5.6. Pso-miR3 ve hedeflediği putative retroelement pol polyprotein (NP455428) 

geninin farklı dokularda ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü. 

 

pso-miR5 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandır (Çizelge 5.4.). pso-

miR5’in biyoenformatik olarak RSY3 RASPBERRY3 (AT3G24560.2) hedeflediği 

bulunmuştur (Çizelge 5.6). pso-miR5 ve hedefledği gen ile ilgili qRT-PCR sonucu Şekil 

5.7.’de verilmiştir. Bu sonuca göre pso-miR5 en fazla gövde, en az kapsülde; hedef gen ise 

en fazla kapsül, en az yaprakta ifade olmuştur.  
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Şekil 5.7. Pso-miR5 ve hedeflediği RSY3 RASPBERRY3 (AT3G24560.2)  geninin farklı 

dokularda ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü. 

 

pso-miR 7 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardan birisidir (Çizelge 5.4.). 

Bu miRNA’nın hedefledği genlerden biri biyoenformatik olarak putative auxin response 

factor (NP305750) olarak belirlenmiştir (Çizelge 5.6). pso-miR7 ve hedefledği gen ile ilgili 

qRT-PCR sonucu Şekil 5.8.’de verilmiştir. Bu sonuca göre pso-miR7 en fazla kapsül ve 

gövdede, en az yaprakta; hedef gen ise en çok kapsülde en az yaprakta ifade olmuştur 

 

Şekil 5.8. Pso-miR7 ve hedeflediği putative auxin response factor (NP305750) geninin 

farklı dokularda ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü. 

 

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

miR166a-5p ile homoloji göstermektedir (Çizelge 5.4.). 
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Şekil 5.9. Pso-miR11 ve hedeflediği Leucine-rich repeat protein kinase family protein 

(AT2G01210.1) ve ATHB-15 (AT1G52150) genlerinin farklı dokularda ifade düzeylerinin 

qRT-PCR ölçümleri. 

 

pso-miR11’in Leucine-rich repeat protein kinase family protein (AT2G01210.1) (hedef 

transkript 1), homoloğu olan miR166 ailesinin HD-ZIP protein ATHB-15 (AT1G52150 

(hedef transkript 2) biyoenformatik olarak hedeflediği bulunmuştur (Çizelge 5.6). Ayrıca 

pso-miR11 ve hedeflediği genler ile ilgili qRT-PCR sonucu Şekil 5.9.’da verilmiştir. Bu 

sonuca göre pso-miR11 en fazla gövde, en az kapsülde; hedef gen1e en fazla kökte, en az 

gövdede; hedef transcript 2 ise en çok yaprak ve kapsül, en az gövdede ifade olmuştur.  

 

pso-miR 13 derinlemesine dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandır. Bu miRNA 

herhangi bir-miRNA ile homoloji göstermemektedir (Çizelge 5.4.). pso-miR13’ün 7-O-

methyltransferase (7-OMT) (FJ156103.1) genini biyoenformatik olarak hedeflediği 

bulunmuştur (Çizelge 5.6). Ayrıca pso-miR13 ve hedefledği genler ile ilgili qRT-PCR 

sonucu Şekil 5.10.’de verilmiştir.  

 

 
 

Şekil 5.10. pso-miR13 ve hedef geni 7-O-methyltransferase (7-OMT) (FJ156103.1) ın 

farklı dokularda ifade düzeylerinin qRT-PCR ölçümleri. 
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Bu sonuca göre pso-miR13 en fazla gövde, en az kökte; 7-OMT en fazla gövde, en az 

kapsülde ifade olmuştur.  

 

pso-miR164’ün NAC1 no apical meristem protein (AT1G56010)’i biyoenformatik olarak 

hedeflediği bulunmuştur (Çizelge 5.6). Ayrıca pso-miR164 ve hedeflediği gen ile ilgili 

qRT-PCR sonucu Şekil 5.11.’de verilmiştir. Bu sonuca göre pso-miR164 en fazla gövde, 

en az kökde; hedef gen en fazla yaprak, en az kökde  ifade olmuştur.  

 
 

Şekil 5.11. pso-miR164 ve hedeflediği NAC1 no apical meristem protein (AT1G56010) 

geninin farklı dokularda ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü. 

 

pso-miR159’un MYB101 (AT2G32460) biyoenformatik olarak hedeflediği bulunmuştur 

(Çizelge 5.6). Ayrıca pso-miR159 ve hedeflediği gen ile ilgili qRT-PCR sonucu Şekil 

5.12.’de verilmiştir. Bu sonuca göre pso-miR159 en fazla kapsül, en az kökde; hedef gen 

en fazla kökl, en az yaprak da  ifade olmuştur. (Çizelge 5.5.).  

 

Şekil 5.12. pso-miR159 ve hedeflediği MYB101 (AT2G32460) geninin farklı dokularda  

ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü 
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pso-miR395’ün APS4 Sulphate adenylyltransferase (AT5G43780) genini hedeflediği 

biyoenformatik olarak tespit edilmiştir (Çizelge 5.6). Ayrıca pso-miR164 ve hedeflediği 

gen ile ilgili qRT-PCR sonucu Şekil 5.13.’de verilmiştir. Bu sonuca göre pso-miR395 pso-

miR395 en fazla yaprak, en az gövde; hedef gen en fazla kök, en az gövde de  ifade 

olmuştur. Mikroarray sonucuna göre pso-miR395 homologları en fazla gövdede, en az 

kökte ifade olmuştur (Çizelge 5.5.).  

 

 
 

Şekil 5.13. pso-miR395 ve bu miRNAnun hedeflediği APS4 Sulphate adenylyltransferase 

(AT5G43780)  geninin farklı dokularda ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü 

 

pso-miR535’in S-adenosylmethionine decarboxylase (SAMDC) (NR1121) biyoenformatik 

olarak hedeflediği bulunmuştur (Çizelge 5.6). Ancak yapılan RLM-RACE çalışmasında 

pso-miR535’in Lipoxygenase (LOX gene) (FM164378.1)’ geninin hedeflediği tespit 

edilmiştir. Her iki gen içinde qRT-PCR primerleri hazırlanmasına rağmen (Çizelge 4.2.)  

sadece LOX geninde sonuç alınabilmiştir (Şekil 5.14.). pso-miR535’in hedef geni en fazla 

yaprak, en az gövdede  ifade olmuştur. (Şekil 5.14.). 
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Şekil 5.14. pso-miR535’in hedeflediği Lipoxygenase (LOX gene) (FM164378.1)’e geninin 

farklı dokularda  ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü  

 

 
 

Şekil 5.15. t0047847 numaralı küçük RNA ve hedeflediği COR (FJ624147.1) geninin 

farklı dokularda ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü  

 

t0047847 numaralı küçük RNA’nın COR (FJ624147.1) genini hedeflediği biyoenformatik 

olarak tespit edilmiştir (EK-3). Ayrıca t0047847 numaralı küçük RNA ve hedeflediği gen 

ile ilgili qRT-PCR sonucu Şekil 5.15.’de verilmiştir. Bu sonuca göre t0047847 en fazla 

kapsül, en az yaprak; hedef gen en fazla kök, en az yaprak da ifade olmuştur. 
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Şekil 5.16  t0013376 numaralı küçük RNA ve hedeflediği SAT (FJ200354.1) geninin farklı 

dokularda ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü 

 

t0013376 numaralı küçük RNA’nın SAT (FJ200354.1) genini hedeflediği biyoenformatik 

olarak tespit edilmiştir (EK-3). Ayrıca t0013376 numaralı küçük RNA ve hedeflediği gen 

ile ilgili qRT-PCR sonucu Şekil 5.16.’de verilmiştir. Bu sonuca göre t0013376 en fazla 

gövde, en az yaprak ve kök; hedef gen en fazla kapsül, en az yaprak da ifade olmuştur. 

 

 
 

Şekil 5.17 t0000199 numaralı küçük RNA ve hedeflediği TYDC (AF025435.1) geninin 

farklı dokularda ifade düzeyinin qRT-PCR ölçümü 

 

T0000199 numaralı küçük RNA’nın TYDC (AF025435.1) genini hedeflediği 

biyoenformatik olarak tespit edilmiştir (EK-3). Ayrıca t0000199 numaralı küçük RNA ve 

hedeflediği gen ile ilgili qRT-PCR sonucu Şekil 5.17.’de verilmiştir. Bu sonuca göre 

t0000199 en fazla yaprak, en az  kök; hedef gen en fazla kapsül ve gövde, en az yaprak da 

ifade olmuştur. 

 

qRT-PCR’da ölçülen miRNA ve genlere ait ortalama kantifikasyon (mean Quantification) 

değeri ve standart sapma değerleri EK-7’ de verilmiştir. 
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5.8. miRNA Hedef Genlerinin Modifiye 5’ RLM-RACE ile Bulunuşu  

 

Pso-miR156, pso- miR157, pso-miR167, pso-miR535, pso-miR2, pso-miR3, pso-miR4, 

pso-miR5, pso-miR7, pso-mir11’in hedefledikleri genler modifiye 5’ RLM-RACE ile 

deneysel olarak bulunmaya çalışılmıştır. Bu miRNA’ların biyoenformatik olarak bulunan 

olası tüm hedef genleri için primerler tasarlanmış bu primerler EK-8’de gösterilmiştir. 

Tasarlanan bu primerler kullanılarak yapılan bir dizi PCR sonrası elde edilen çeşitli 

boylardaki bantlar jelden kesilerek geri kazanılmıştır. Vektöre aktarılan cDNAların sdizi 

okumaları yaptırılmış, okunan diziler Viridiplantae veritabanında araştırılarak hangi 

genlere ait olduğu tespit edilmiştir. Toplamda 25 primer çifti kullanılmış. Fakat sadece 4 

adet gen tespit edilebilmiştir. Bu genlerin ID ve isimleri Çizelge 5.8 gösterilmiştir. 

 

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

 

Sekans No EST ID (GenBank )  

EST Adı 

Protein ID (GenBank ) 

Protein Adı 

1 HO056196.1 

0610_EST008 subtracted cDNA library of salt stress 

 inducible ESTs in P. Somniferum 

AJ841794.1 

putative histidine-containing phosphotransfer 

 protein 2 (hpt2 gene) 

2 FG612593.1 

stem_S087_G09.SEQ Opium poppy stem  

cDNA library  

FJ156103.1 

Norreticuline-7-O-methyltransferase gene 

3  GO238857.1 

EST0122 subtracted cDNA library of wound 

 inducible ESTs in P. somniferum  cDNA 

GU985444.1 

Triticum aestivum mitochondrion, nad5 gene 

4 FG613414.1 

stem_S098_C07.SEQ Opium poppy stem 

cDNA library Papaver somniferum cDNA 

FM164378.1 

lipoxygenase (lox gene) 

Capsicum annuum cv. Bardenas  

 

Pso-miR2 ‘nin hedeflediği F-box/Kelch-repeat protein (At1g30090) gen dizizsi 

kullanılarak tasarlanan primer çiftleriyle PCR reaksiyonu yapılmıştır. RACE PCR 

sonucunda elde edilen bant Şekil 5.19.’da gösterilmiştir. Jelden geri kazanılarak vektöre 

aktarılan gen parçasının kontrolü M13 koloni PCR reaksiyonu ile yapılmıştır (Şekil 5.20.). 
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Koloniler içerisindeki gen parçasına ait bantlar Şekil 4.20.’de görülmektedir. Plazmidlerin 

dizi analizi sonucu Çizelge 5.9 verilmiştir. Bu sekans okuması BLASTn veritabanı 

kullanılarak hem Viridiplantae içerisinde hemde Papaver EST’ verileri aranarak 

belirlenmiştir (Çizelge 5.8). Viridiplantae veri tabanı ile yapılan eşleşme sonucu Şekil 5.18  

gösterilmiştir. 

 

 

 

Şekil 5.18. pso-miR2’nin hedeflediği gene özgü primerler kullanılarak elde edilen gen 

parçasının BLAST sonucu 

 

 

Şekil 5.19. pso-miR2, pso-miR157 ve pso-miR535in hedef genlerini bulmak için yapılan 

RACE PCR’ın agaroz jel görüntüsü 
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Şekil 5.20. Plazmitler içerisinde yer alan pso-miR2 ve pso-miR535 in hedeflediği genlere 

ait gen parçalarının M13 koloni PCR görüntüsü 

 

Çizelge 5.9. 5’ Modifiye RLM-RACE çalışması sonucu okunan cDNA parçaları 

 

EST 1 

CCTGATACCGACGTCGCTGCTCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTC 

GACGATATGGTAGAGCTCGCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTG 

EST2 
CTGGGGCGACGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGCGCGGGATTGCGGGATCCAACATCCTTCACGATTGGAACGATGAT

GAATGCATTCAAATTCTAAAGCGATGCAAAGATGTAGTATCAGCGGGAGGGAAACTTATTATGGTTGAAATGGTATTGGA

CGAGGATTCGTTTCATCCATATTCAAAACTTAGACTCACATCTGATATAGATATGATGGTTAACAATGGAGGTAAAGAGA
GAACCGAAAAAGAATGGGAAAAGCTTTTTGATGCAGCAGGTTTTGCTAGTTGCAAATTTACTCAAATGTCAGTAGGTTTC

GCAGCTCAATCTGTAATTGAGGTTTATTGATGATAATATATGTTGGGGAATCGGGTTTAGCCTATTTGGAGGGCGAGACTT

TGTTAGCTTTAGACACTAACAAAGGTGTTCGATCCCATTATTGGAAACTGTTGTATCTTCAAGTAATTTCATGGCTTCCAA
AAATCTGATGTATTATGTTTGGCCCGGGCGCAATCACTAGTG 

EST3 

CATAGTCAAAAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTAGCTATATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGTTGTTT
TCGGGGAGTTGGAAAAAGAAGGAAGATCAGCTCCTAGCTATCTCTTTAGCTGATGAGTTGAGAACAAAGTGGCGAAC 

EST4 

GCCTGAGGCGACGTCGCATGCTCCGAGCCGCCATGGCCGCGGGATTTACTTGCACAGGCAGCAAGTGGCTTAATCTTTGA
GACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTAATTCATCAAAGCCAGCAAGCGCAGTGTTCATTCATCGCCATCAG

CAATCACTAGTGCGGGCGCCTGCGGGTCGACCGTGTGGGAGAGGTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTAT

AGTGTCACCTA 

 

Pso-miR535 ‘in hedeflediği S-adenosylmethionine decarboxylase (SAMDC) (NR1121) 

gen dizisi kullanarak tasarlanan primer çiftleriyle PCR reaksiyonu yapılmıştır. RACE PCR 

sonucunda elde edilen bant Şekil 5.19. gösterilmiştir. Jelden geri kazanılarak vektöre 

aktarılan gen parçalarının kontrolü M13 koloni PCR reaksiyonu ile yapılmıştır (Şekil 

5.20.). Koloniler içerisindeki gen parçasına ait bantlar Şekil 5.23.’de görülmektedir. 
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Plazmidlerin dizi analizi sonucu Çizelge 5.9.’da verilmiştir. Bu sekans okuması BLASTn 

veritabanı kullanılarak hem Viridiplantae içerisinde hemde Papaver EST verileri aranarak 

belirlenmiştir (Çizelge 5.8.). Viridiplantae veritabanı ile yapılan eşleşme sonucu Şekil 5.21  

gösterilmiştir. 

 

 

 

Şekil 5.21. pso-miR535’in hedeflediği gene özgü primerler kullanılarak elde edilen gen 

parçasının BLAST sonucu 

 

Pso-miR3‘ün hedeflediği putative retroelement pol polyprotein (NP455428) geni 

dizisikullanılarak tasarlanan primer çiftleriyle PCR reaksiyonu yapılmıştır. RACE PCR 

sonucunda elde edilen bant Şekil 5.22.’de gösterilmiştir. Jelden geri kazanılarak vektöre 

aktarılan gen parçalarının kontrolü M13 koloni PCR reaksiyonu ile yapılmıştır (Şekil 

5.23.). Koloniler içerisindeki gen parçasına aitbantlar Şekil 5.23’de görülmektedir. 

Plazmidlerin dizi analizi sonucu Çizelge 5.9’da verilmiştir. Bu dizi okumaları BLASTn 

veritabanı kullanılarak hem Viridiplantae içerisinde hemde Papaver EST verileri aranarak 

belirlenmiştir (Çizelge 5.8.). Viridiplantae veritabanı ile yapılan eşleşme sonucu Şekil 

4.24.’de gösterilmiştir. 
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Şekil 5.22. pso-miR157, pso-miR167, pso-miR4, pso-miR11 ve pso-miR3’ün hedef 

genlerini bulmak için yapılan RACE PCR’ın agaroz jel görüntüsü 

 

 

 

 Şekil 5.23. Plazmitler içerisinde yer alan pso-miR3 ve pso-miR157 nin hedeflediği genlere 

ait olduğu düşünülen gen parçalarının M13 koloni PCR görüntüsü 
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Şekil 5.24. pso-miR3’ün hedeflediği gene özgü primerler kullanılarak elde edilen gen 

parçasının BLAST sonuçları. A elde edilen bantlardan üsteki, B alttaki bantın sonucu  

 

A 

B 
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Tespit edilen bu 4 adet genin içerisinden sadece 1 adet miRNA kesim bölgesi 

yakalanabilinmiştir. pso-miR535 ‘in hedeflediği düşünülen S-adenosylmethionine 

decarboxylase (SAMDC) (NR1121) geni için tasarlanan primerle ile yakalanan gen 

parçasının BLAST sonucunda lipoxygenase (LOX gene) Capsicum annuum cv. Bardenas 

(FM164378.1) genine ait olduğu bulunmuştur (Şekil 5.21). Gen üzerinde miRNA ait kesim 

noktası ayrıca bulunarak Şekil 5.25.’de gösterilmiştir. 

 

              TGACAATGAGAGAGAGCACAC            pso- miRNA535 (5’-3’) 

                           │││   │││││      │  ││ 

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

 

Şekil 5.25  pso- miR535 ve Lox geninin komplemanter bölgesi. Dikey çizgiler ve sarı renkle 

işaretli bazlar eşleşmeyi gösteriyor. 
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6.  TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. Derinlemesine Dizileme Sonucu Elde Edilen miRNA’lar 

Hayvan miRNA’larının tam tersine bitkilerde total küçük RNA’ların sadece %1-2 lik kısmı 

miRNAdır. Bitkilerde birçok türe ait miRNA tanımlama ve karakterizasyon çalışması 

yapılmıştır. Bunlardan bazıları zeytin (73), arpa (67), şeftali (71), Festuca (85) ve 

Brachypodium (1) dur.  

 

miRNA’lar 18-24 nükleotid uzunluğundadır. Hayvan miRNA’ları çoğunlukla 22 nükleotid 

uzunluğunda olup frekans yüzdesinde tek pik olarak kendini gösterir. Fakat bitkilerde 

genellikle 2 pik (biri 21 nükleotit diğeri 24 nükleotit) gözlenir (143). Derinlemesine 

dizileme tekniği ile miRNA profili çıkarılan yonca (144), yer fıstığı (145), pamuk (146), 

mısır (107), pirinç (147), salatalık (148) ve portakal (149) gibi bitkilerde de miRNA’ların 

çoğunluğunun 24 nükleotit uzunluğunda olduğu saptanmıştır. Bu çalışma kapsamında da 

elde edilen haşhaş miRNA’ları çoğunlukla 24 nükleotit uzunluğundadır (Şekil 5.3.). 

 

Derinlemesine dizileme ile toplam 124 miRNA ailesi tespit edilmiştir (Çizelge 5.3.). 

Korunmuş miRNA ailelerinden miR156/157, miR159, miR160, miR166, miR171, 

miR408, miR390 ve miR395 yosunlar (bryophyta) dan kapalı tohumlara (angiosperm) 

kadar tüm bitkiler aleminde görülmektedir miR162, miR164, miR167, miR168, miR169, 

miR172, miR393, miR394, miR399, miR827, miR396, miR397, miR398 ve miR530 

(yosunlar hariç) ise kapalı tohumlular (angiosperm) dan tek çenekli (monokotil) ve çift 

çenekli (eudikotil) sınıflarında bulunmaktadırlar. miR2111’e eudicot altında yer alan tüm 

familyalarda (Solanaceae hariç) görmekteyiz. miR472 sedece Rutaceae, Salicaceae, 

Brassicecaea familyalarında görükmektedir. miR482 kapalı tohumlardan (gymnosperm) 

başlayarak hemen hemen tüm familyalarda bulunmaktadır. miR528’e sadece tek 

çeneklilerde (monocotil) rastlamaktayız. miR535 eğrelti otlarından (pteridophyta) 

başlayarak tüm bitkiler aleminde görülmektedir (Çizelge 5.3.) (4, 150).  

 

Haşhaştan dizilenen tüm korunmuş miRNA aileleri (pso-miR528 ve miR2275 hariç) daha 

önceden elde edilen verilerle paralellik göstermektedir. Pso-miR528 ve miR2275 şu anda 

tek çeneklilere özgü bir miRNA olarak kabul edilsede diğer bitki  türlerinde yapılacak olan 

miRNA tespit ve karakterizasyon çalışmaları ile bu durum değişecektir. 
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Korunmuş miRNA ailelerinden haşhaşta en çok ifade edilenler sırasıysa; pso-miR535, pso-

miR156, pso-miR168, pso-miR167, pso-miR166, pso-miR172’dır (Çizelge 5.3.). Benzer 

şekilde ifade seviyesi  fazla olan bu miRNA’lar diğer bitkilerde yapılan ifade seviyesi  

ölçme çalşmalarında yakın sonuçlar vermiştir. Genel olarak bitkilerde gelişim sürecinde i 

lgili  genlerin ve transkripsiyon faktörlerin hedeflenerek regüle edilmesini  bu miRNA’lar 

sağlaması sebebiyle korunmuş miRNA’ların ifade düzeylerinde fazlalık görülmektedir (74, 

88, 107, 144, 146-149). Korunmamış miRNA’lar genelde türe özgü olan miRNA’lardır. 

Korunmuş miRNA’lara göre ifade düzeyleri azdır (150). Çalışma kapsamında elde edilen 

sonuçlar bu açıdan mevcut literatür ile uyum göstermektedir. 

 

Yeni haşhaş miRNA’ların pre-miRNA uzunluğu 88–214 nt arasındadır (EK-4). Ayrıca pre-

miRNA’ların minimum katlanma enerji indeksi 0,77-1,23 arasında olup bariz şekilde diğer 

RNA tiplerinin [tRNAs (0.64), rRNAs (0.59) ve mRNA (0.62–0.66)] MFEI değerinden 

yüksektir (151). Yeni haşhaş miRNA’larında rastlanan bu sonuçların benzerlerine A. 

thaliana, O. sativa (78), P. yezoensis (152), C. sativus (148) ve A. hypogaea (153)’de de 

rastlanmıştır.  

 

Yeni haşhaş miRNA’ları miRNA veritabanında aranarak homologları bulunmuştur. Bunlar 

miR2 nin V. vinifera; miR3 A. lyrata; miR4’ün 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 sı diğer bazı türlerdede 

mevcuttur (Çizelge 5.5.). Ayrıca yeni miRNA’ların korunmuş miRNA’lara kıyasla daha az 

ifade olduğu belirlenmiştir. Yeni miRNA’ların türe, çeşitli büyüme aşamalarına veya 

dokuya özgü ifade olduğu bundan dolayı korunmuş miRNA’lara göre daha az ifade 

edildiği düşünülmektedir (153).  

 

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

 

miRNA’lar post-transkripsiyonel (transkripsiyon sonrası seviyede) olarak genlerin 

ifadesini düzenler. Öte yandan transkripsiyon ürünü olan miRNA’larda ifade düzeyinde 

değişikliğe uğrar. Dolayısıyla hedeflediği genin ifade düzeyini regüle ettirmesi kendi 

ekspresyon seviyesindeki farklılıkla belirlenmiş olur. Bitkilerde gerek doku spesifik 

gerekse stress durumlarında miRNA’lara ait ifade düzeyinin genom seviyesinde tespiti için 
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mikroarray yaklaşımından yararlanılmaktadır (9, 20, 91). miRNA’ların bütüncül olarak 

farklı dokulardaki ifade düzeyinin belirlenmesi amacıyla mikroarray analizlerine 

başvurulmuştur. Analiz sonuçlarının yorumlanmasında miRNA’lar tarafından hedeflenen 

genlerin belirlenmesi ve bu genlerin katıldığı mekanizmalar, biyolojik prosesler, içinde 

bulunduğu yolaklar ve gen ontolojilerinden faydalanılmıştır. 

 

Genellikle bitkilerde miRNA’lar ve bunların hedefledikleri mRNA’lar arasında 4’den daha 

fazla ‘mismaç’ uyuşmazlık bulunmaz (41, 151, 154). mRNA hedef transkriptleri büyük 

çoğunluğu transkripsiyonel faktörlerle bir kısmı ise bitki  metabolizması ve çevresel  strese 

yanıtla bağlantılıdır (9).   

 

miR474, miR529, miR1148, miR1314, miR1436, miR1450, miR1858, ve miR2919 dışında 

mikroarrayde tespit edilen miRNA’lar derinlemesine dizileme sonuçları ile aynı olduğu 

tespit edilmiştir.. 

 

Haşhaşta miR535 derinleme dizileme sonucuna göre bitkinin genelinde çok sayıda ifade 

edildiği belirlenmiştir (Çizelge 5.3). Fakat bu miRNA’nın ifade düzeyinin kapsülde diğer 

dokulara oranla daha az olduğu tespit edilmiştir (Çizege 5.5.). Ayrıca miRNA535 için 

yapılan hedef gen taramasında miRNA535’in fonksiyonu bilinmeyen bir proteini, 

glutamine amidotransferaz ve S-adenosylmethionine decarboxylase (SAMDC) (Triticu 

aestivum transkriptleri içerisinde) genlerinini hedeflendiği biyoenformatik olarak 

bulunmuştur (Çizelge 5.6.). Ayrıca miR535’in hedefini bulmaya yönelik RLM-RACE 

çalışmasında miR535’in LOX genini hedefledği belirlenmiştir. Hem LOX hemde SAMDC 

geni alkaloit üretim mekanizmasında rol almaktadır. SAMDC geni bir çeşit polyamin olan 

spemidin biyosentezinde rol oynar. Spermidin ise pirolizidin alkaloitlerin 

sentezlenmesinde öncül bileşik olarak rol alır (155-157). Lipoxygenaz enzimi linoleik asit 

üzerinden jasmonik asit sentezinde rol alır. Jasmonik asit oluşumu bitkide berberine ve 

sanguarin gibi alkaloitlerin oluşumunu etkilemektedir (33, 158-161). Ayrıca LOX geni 

meyvanın olgunlaşmasında da görev almaktadır (158). Ham üzüm ile yarı olgun üzüm de 

vvi-miR535 in ifadesinde çok ciddi bir değişiklik olmazken, olgun üzümde vvi-miR535 in 

çok fazla ifade edildiği belirlenmiştir (162). Yine aynı çalışmada, bu çalışmada elde edilen 

bulguları doğrulayarak, vvi-miR535 in en fazla kökte, sonra yaprakta, sonra da gövde ifade 

edidiği ispatlanmıştır. Kapsülde bu miRNA’nın az ifade edilmesi hedeflediği SAMDC ve 

LOX genlerinin diğer dokulara göre kapsülde daha fazla çalıştığı anlamına gelmektedir.  
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Diğer dokulara göre kapsülde daha az ifade olan bir diğer miRNA pso-miR530 dir. Bu 

miRNA’nın olası regüle ettiği genler biyoenformatik analizlerle araştırılmış ve serine 

asetiltransferaz 5 (SERAT1;1) ulaşılmıştır (Çizelge 5.6.). Bu genin gen ontolojisine 

bakıldığında ise jasmonik asit cevabı, jasmonik asit biyosentezi ve yaralanma cevabı gibi 

bitkinin savunma sistemini harekete geçirecek genlerle ilişkili olduğu belirlenmiştir. 

Dolaylı yoldan alkaloit üretimini etkileyen bu miRNA’nın kapsülde düşük olması da bu 

sonucu teyit etmektedir.  

 

miR172 bitkilerde gelişimsel aşamalardan olan vejetatif faz değişimi ve çiçeklenme 

zamanının belirlenmesi aşamalarında görev almaktadır (8, 10, 163, 164). Bu miRNA’nın 

hedeflediği  genler toe1, toe2, toe3, ids1, gloy15 dir. Ayrıca AP2 tipi transkripsiyon 

faktörlerini  hedefleyerek soğuk ve kuraklık stresi ne karşı cevapta da rol alır (17, 63). pso-

miR172 kapsülde diğer dokulara göre az, pso-miR156 ise çok ifade olmuştur (Çizelge 

5.5.). Yapılan çalışmalar miR172 ile miR156’nın birbirleriyle antagonist çalışan 

miRNA’lar olduğunu göstermiştir. miR156’nın miktarındaki artış miR172’nin azalmasına, 

bununla beraber bir fazdan diğer faza geçişde kısıtlama, gençlik fazının uzaması ve 

çiçeklenmenin gecikmesi ile sonuçlanırken; miR172’nin artmasıyla olgun yaprak 

özelliklerinin erkenden görülmesi, erken çiçeklenme ile sonuçlanmaktadır (163, 165-168). 

Bitki örneklerimiz genç kapsül döneminde toplanmıştır. Bu dönem itibariyle (pso-

miR156’nın çok ifade edilmeside bu durumu doğrulamaktadır) bitkimiz tam olarak 

yetişkin faza geçmemiştir (9).  

 

Pso-mir529 kapsülde az ifade olmaktadır (Çizelge 5.5.). Bu miRNA’nın hedeflediği genler 

arasında Alpha amylase family protein (Çizelge 5.6.). Bu gen post embriyonik dönemde 

etkinlik kazanmakta, bu gende oluşan bir mutasyon bitki için ölümcül olmaktadır (169). 

miR166 haşhaş bitkisinde çok fazla ifade olan miRNA’lardan biridir. 82486 okuma sayısı 

ile 3. sırada yer almaktadır (Çizelge 5.3). Bu miRNA mikroarrayleri analizi kapsamında 

aynı şekilde 166a miRNAsının homologlarının çokça ifade edildiği bulunmuştur (Çizelge 

5.5.). Bir diğer husus ise bu miRNA’nın bütün homolog problarında diğer dokulara göre 

kapsülde daha az ifade ettiğidir (Çizelge 5.5.). Pso-miR166 class III homeodomain-leucine 

zipper (HD-ZIP III) genini hedeflemektedir (Çizelge 5.6). Bu gen yaprak, meristem ve 

tohum gelişiminde rol oynar. Bu genin gen ontolojisine bakıldığında ise döllenme sonrası 

embriyonik kalıbın belirlenmesi, integümentlerin gelişimi ve tohum kabuğu (testa) nun 
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oluşumu ile yakından ilişkili olduğu belirlenmiştir. Bitkinin genelinde çok ifade olan bu 

miRNA kapsülde az ifade olması bu miRNA’nın tohum gelişim süreci ile ilgili olduğunu 

ispatlamaktadır (7, 82, 83, 170).  

 

Haşhaşta miR319 homologları (zma, aqc, gma, vb) yapılan miRNA mikroarrayleri 

sonucunda kapsül dokusunda diğer dokulara kıyasla çok, yaprak dokusunda az ifade 

edilmekte olduğu (Çizelge 5.5.) bulunmuştur. Bu miRNA daha derinlemesine dizileme 

çalışma kapsamında tüm haşhaş bitkisinde 972 kez okunmuştur (Çizelge 5.3.). Bu 

miRNA’nın yaprak morfogenezinde rol aldığı bilinmektedir (6, 80, 171).  

 

Pso-miR474 korunmamış miRNA’larda olup biyoenformatik olarak pentatricopeptide 

repeat (PPR) superfamily protein hedeflemektedir (Ek-6). Bu protein özellikle kloroplastlar 

ve mitokondrilerde yer alarak bu organellerin transkriplerine bağlanmaktadır (172). Bu 

çalışma bu miRNA’nın neden yaprakta az çalıştığını ispatlamaktadır. 

 

Köklerde miRNA ifade düzeyleri araştırması yapılacak olursa özellikle 168 miRNAsına ait 

farklı bitki miRNA homologlarının haşhaşta diğer dokulara göre daha az ifade ettirildiği 

görülecektir (Çizelge 5.5.). Bu miRNA’nın doğrudan doğruya köklerle ilişkisinin varlığı 

birçok çalışmada gösterilmiş (18, 173) olup buradaki profille tutarlılık göstermektedir. 

 

miR164, potansiyel olarak iki lokus olan miR164a ve miR164b genlerinden ifade edilir 

(174) ve NAC-domain transkripsiyon faktör gen ailesindeki alt set genleri hedeflediği 

tahmin edilmektedir (154). Petunya no apical meristem (NAM), Arabidopsis ATAF1 ve 

ATAF2, Arabidopsis CUP-SHAPED COTYLEDON2 (CUC2) olarak isimlendirilen bu 

gen ailesi, bitkilerle sınırlıdır ve Arabidopsis’te 100’den daha fazla sayıdadır . 5 adet 

Arabidopsis NAC-domain mesajı 3 veya daha az ‘mismaç’li  olarak miR164’e eşlenik 

‘komplementer’dir (154). Bunlar NAC1, CUC1, CUC2, At5g07680 ve At5g61430’dir. 

CUC1 ve CUC2’nin, embriyonik ve çiçek gelişiminde rolü bulunmaktadır (7). miR164 

komplementerli NAC-domain genleri, embriyonik, vejetatif ve çiçeklenme gelişiminin 

yani normal bitki morfolojisinin temelidir. Argonatlar (AGOs) küçük RNA’ların doğrudan 

düzenleyici yol ağlarında rol oynayan proteinleridir. Bir model bitkisi olan Arabidopsis, 3 

filogenetik sınıfa ayrılan 10 AGO proteinleri bulundurur (175). AGO gen ailesi nin 

üyelerinden ATAGO1, ATAGO10 ve ATAGO5, pleiotropik gelişme eksikliği ortaya çıkan 

Arabidopsis mutantları üzerinden tespit edilmiştir. AGO1, miRNA yol ağında rol oynar ve 
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ago1 mutantları yoluyla organ polarite eksiklikleri ortaya çıkardığı tespit edilmiştir. Ago1 

mutantlarında miRNA birikimi azalır ve miRNA hedefli  mRNA birikimi artar, dolayısıyla 

AGO1 miRNA yol ağlarının bütünlüğü için gereklidir (175). miR164 ‘ün daha az ifade 

olduğu bitkilerde daha fazla NAC1 mRNA ları eksprese olmuş; bu durum daha fazla 

lateral kök oluşumuna neden olmuştur (8, 11). Bu sonuç pso-miR164’ün neden kapsülde az 

ifade olduğunu açıklamaktadır (Çizelge 5.5.). Ayrıca pso-miR164 bitkinin tümünde çok 

ifade olmaktadır (Çizelge 5.3.) miR164’ün çok ifade olunmasıyla hedeflediği NAC1,ORE1 

vb. genlerin ifadelerinde azalma gözlenir. ORE1 gen ürünü genetik ve fenotipik yaşlılığın 

belirtisi olan klorofil yıkımı ve SAG12 geninin ekspresyonunu arttırır (80, 81). Bu miRNA 

hala haşhaş da fazlaca ifade ediliyor olması bitkide yaşlanmanın henüz başlamadığını ifade 

etmektedir. 

 

miR160 ve miR167 aynı gen ailesini hedeflemektedirler. AUXIN RESPONSE FACTOR 

(ARF) transkripleri bitkide yan köklerin oluşumunun kontrol eden bir gen ailesidir. ARF17,  

(negatif düzenleyici) miR160 tarafından hedeflenirken, ARF6 ve ARF8, miR167 tarafından 

hedeflenerek yan kök oluşumunda pozitif düzenleyiciler olarak rol almaktadırlar. Haşhaş 

bitkisini bütününe bakılacak olursa pso-miR167’nin daha çok ifade edildiğini rahatlıkla 

görebiliriz. Mikroarray sonuçlarında miR167 kökte az, miR160 ise kökte çok ifade 

edilmiştir. miR167 nin az ifade olması yan köklerin artması anlamına gelmektedir. 

 

miR1450 ise haşhaşta kök dokusunda diğer dokulara göre daha fazla ifade edilmiştir 

(Çizelge 5.7). miR1450’nin hedeflediği genlerin gen ontolojisi yapıldığında bu miRNA’nın 

tuz ve susuzluk stresinde fazla ifade edildiği saptanmıştır (176). miR1450’nin kökte 

fazlaca ifade edilmesi de bitkinini susuzluk stresine maruz kaldığının bir göstergesi 

olabilir. miR396’nın diğer dokulara göre en fazla kökde ifade edildiği görülmüştür 

(Çizelge 5.5.). Yapılan çalışmalar miR396’nın GROWTH-REGULATING FACTOR (GRF) 

ü regüle ettiği ve bu sayede hücre bölünmesini ve meristemin büyüklüğünü düzenlediği 

bulunmuştur (177). Dolayısıyla kökde bu miRNA’nın seviyesinin fazla olması normal 

olarak beklenebilir. 

 

 miR390 ARF gen ilesinden ARF2, ARF3 ve ARF4 ü baskılayarak kök gelişim zamanının 

düzenleyen bir yolak da görev almaktadır. Fakat pso-miR390 kökte çok ifade olmuştur 

(Çizelge 5.5.) (12, 178, 179). Bitkinin içinde bulunduğu dönem itibariyle yan köklere 

ihtiyaç duymadığı sonucuna varılabilir. 
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miR2916 bitkiler aleminde sadece Populus euphratica türünde bulunmuştur. Bu 

miRNA’nın hedeflediği genin gen ontolojisine bakıldığında giberillik asit cevabıyla 

bağlantılı olduğu belirlenmiştir (Çizelge 5.7.). Giberillik asit ise özellikle boy uzamasını 

teşvik etmektedir (180). Mikroarray sonucunda miR2916’nın en az gövde de ifade olduğu 

tespit edilmişti (Çizelge 5.5.) Dolayısıyla hedeflediği genin gövdede fazla çalıştığı 

rahatlıkla söylenebilir. 

 

Pso-mir1858 en az kökte en fazla gövdede ifade olmaktdır (Çizelge 5.5). Bu miRNA’nın 

hedef genlerinden biri transducin family protein / WD-40 repeat family protein dir (EK-6). 

Bu genin gen ontolojisine bakıldığında yan köklerin oluşumunu indüklediği görülmüştür 

(Çizelge 5.7.). Bu nedenden pso-miR1858’in kökte az ifade olduğu düşünülmüştür. 

 

miR1314’ye şimdiye kadar sadece Pinus türlerinde rastlanmıştır (4). Derinlemesine 

dizileme sonucuna göre  haşhaş bitkisinin tümünde hemen hemen hiç ifade olmamaktadır 

(Çizelge 5.3.). Fakat mikroarray sonucuna göre bu miRNA sadece kapsülde aşırı derecede 

ifade edilmektedir (Çizelge 5.5.). mir1314’ün hedef geni biyoenformatik olarak 

araştırıldığında Ergosterol biosynthesis ERG4/ERG24 family geniyle karşılaşmaktayız 

(Ek-6). Fakat lipid metabolizmasıyla ilişkili bu genin yağ üretiminin yapıldığı kapsülde az 

ifade olması ve hiç ifade olmaması mümkün değildir. Bu nedenle bu miRNA’nın aslında 

farklı genleri hedeflediği düşünülmektedir.  

 

Bitki gelişimini düzenleyen miRNA’lardan haşhaş bitkisinde de tespit edilen miRNA171, 

miRNA156 ve miRNA166’nın hedef genleri bulunmaktadır. Bunların bitkilerde çiçek 

morfolojisinin ve çiçeklenme zamanının kontrolü, yaprak ve kök gelişimini sağladığı tespit 

edilmiştir (9). Transkripsiyon faktörler, gen ifadesi ve protein sentezi sürecinde rol 

oynayan önemli aktörlerdir. Genellikle spesifik bir DNA dizisine bağlıdır ve DNA’dan 

RNA’ya transfer edilen genetik bilgiyi kontrol ederler (88) ve bitki gelişimini düzenlerler 

(78). Scarecrow-like (SCL) ailesi, bitki gelişim sürecinde yaygın oranda kontrol sağlayan 

bitkiye spesifik transkripsiyon faktörlerinin bir sınıfıdır. SCL ailesinin bir üyesi olan SCL6 

geni, miR171’in potansiyel hedefidir. Pso-miR171 korunmuş miRNA’lardan olup haşhaş 

bitkisinde hem derinlemesine dizileme (Çizelge 5.3) hem de miRNA mikroarray (Çizelge 

5.5.) çalışmaları ile tanımlanmıştır. Pso- miR171 (a-f) haşhaş bitkisinde yaprakta diğer 

dokulara göre daha fazla ifade ettirildiği görülmüştür. Bu miRNA Scarecrow-like 
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transcription factor 6 (SCL6) geninin regüle etmektedir. Yapılan çalışmalarda bu 

miRNA’nın köklenmeyi düzenlediği bulunmuştur (107). Dolayısıyla köklerde daha az 

bulunup yapraklarda daha fazla ifade ettirileceği miRNA arraylerinden çıkarılabilir 

(Çizelge 5.5.). Arabidopsis’teki fonksiyonel çalışmalar, miR171’in çiçeklenme ve çiçek 

oluşturan dokularda SCL6 mRNAsının baskın ekspresyonunu hedeflediğini göstermiştir 

(49, 181). Scarecrow transkripsiyon faktörlerinin gelişimdeki rolleri gibberellin sinyal 

transdüksiyonu, aksiler meristem oluşumu, gametogenez ve kök radyal oluşumu gibi bitki 

büyüme ve gelişimi düzeylerindedir. Kuraklık metabolizmasına yanıtta Scarecrow 

mRNAsının ifade seviyesi yaprakta azalmaktadır ancak su alımını artırmak için kökte 

yüksek düzeyde düzenleyicidir (65, 70, 91).  

 

Pso-miR854 korunmamış miRNA ailesinden olup, derinlemesine dizilemede (Çizelge 5.3.) 

ve miRNA mikroarray çalışmalarının her ikisinde de (Çizelge 5.5.) tespit edilmiştir. Bu 

miRNA’nın hedeflediği genlerden bir taneside MYB transkripsiyon faktörlerinden 

MYB98’dir. (EK-6). MYB98 dişi organda sinerjit hücrelerin ve polen tüpünün 

oluşumundan sorumludur. Bitki döllenip yeni tohumlar oluşunca; MYB98’in en yüksek 

ifadeye sahipken tozlaşmadan 3 gün sonra MYB98’in ifadesinde düşüş başlar (182). Bu 

çalışma pso-miR854’ün ve benzer şekilde MYB transkripsiyon faktörlerini hedefleyen 

pso-miR159c-e ve pso-miR159g nin neden kapsülde fazla ifade olduğunu ispatlamaktadır 

(Çizelge 5.5.). pso-miR159a-b ve pso-mir159f ise kökte fazla, yaprakta az ifade olmaktadır 

(Çizelge 5.5.). GAMYB-like transkripsiyon faktörü ailesi toplamda 7 adet gen 

içermektedir bunlardan MYB33 ve MYB65’in dışındaki 5 gen miR159a ve mir159b’nin 

olmadığı dokularda yüksek oranda ifade edilmektedir. MYB33’ün miR159 ile 

komplementer olduğu bölgede oluşturulacak bir mutasyon sonrasında morfolojik olarak 

yaprakta değişim gözlenmiştir (9). Bu çalışma miR159a-b, miR159f ile miR159c-e, 

miR159g nin neden dokularda farklı ifade düzeyleri olduğunu açıklamaktadır.  

 

Korunmuş miRNA’lardan olan miR397 haşhaş bitkisinde gövde dokusunda daha az ifade 

edildiği belirlenmiştir (Çizelge 5.5). Bu miRNA’nın hedefledği TBL14 | TRICHOME 

BIREFRINGENCE-LIKE 14 geninin gen ontolojisi yapıldığında lignin sentezi ile ilişkisi 

olduğu belirlenmiştir (Çizelge 5.7.) (183). Gövde dokusunun kalınlaşması, pso-

miR397’nin gövdede az ifadesi ile mümkündür.  
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miR395 bitkilerde sülfat açlığından çok kuvvetli etkilenir ve bitkide ifadesi hızla  artar. 

Sülfat homeostazında da çok önemli bir yere sahiptir. miR395’in fazla ifade olması sülfatın 

köklerden hızlı bir translokasyon ile yapraklarda birikmesine neden olmaktadır (184). 

Haşhaşta bu miRNA bitkinin genelinde çok düşük oranda ifade olmuş (Çizelge 5.3.), 

miRNA mikroarray çalışması sonucunda ise kökte az ifade olduğu tespit edilmiştir 

(Çizelge 5.5.).  

 

Pso-miR2919’un kapsülde çok yaprakta az ifade olduğu miRNA mikroarrayi ile 

belirlenmiştir. Bu miRNA’ya sadce Oryza sativa bitkisinde rastlanmıştır. Biyotik ve 

abiyotik strese maruz bırakılan O. sativa bitkisinde bir çok yeni miRNA keşfedilmiştir. 

miR2919 ise strese maruz kalmayan kontrol bitkilerinin sürgün dokusunda tespit edilmiştir 

(185). Bu miRNA’nın biyoenformatik olarak hedeflediği gen bilinmemekle beraber bu 

miRNA’nın yaprakta az ifade olmasının, yaprakta işlevi olan bir geni hedefliyor 

olabileceğini düşündürmektedir. 

 

 pso-miR2911 kapsülde az, yaprakta çok ifade olmaktadır (Çizelge 5.5.) Bu miRNA 

Helianthus annuus, Nicotiana tabacum ve Populus euphratica olmak üzere toplam 3 

bitkide tespit edilmiştir (4). Yaprakları yaralanarak veya budanarak strese maruz bırakılan 

N.tabacum bitkisinde miR159, miR319 ve miR2911’in budama stresine maruz kalan 

bitkide fazla ifade olduğu, yaralanma stresinde bu miRNA’nın az ifade olduğu veya 

ifadesinde bir değişiklik olmadığı belirlenmiştir (186). Biyoenformatik olarak da 

fonksiyonları bilinmeyen 3 adet geni hedeflediği bilinmektedir (EK-6). Sonuç olarak bu 

miRNA’nın kapsülde az ifade olması bu dokuda fazla ifade olması istenen bir geni 

hedefledini düşündürmektedir. 

 

 pso-miR1148, kökte az gövdede çok ifade olan bir miRNA olup, sadece tek hücreli bir alg 

olan Chlamydomonas reinhardtii ‘de tespit edilmiştir (187). Bu miRNA’nın kökte az ifade 

edilmesinden kök ile ilgili bir geni hedeflediği sonucu çıkarılabilir.  

 

 pso-miR1436 özellikle monokotillere özgü bir miRNAdır. Kapsülde çok (Çizelge 5.5.) 

ifade olan bu miRNA’nın O. sativa’da hypothetical protein hedeflediği belirlenmiştir 

(188). Ayrıca tuzluluk ve kuraklık stresine maruz kalan O. sativa bitkisinde miR1436’nın 

ifade düzeyinde anlamlı bir değişiklik olmamıştır. Arpada aralarında miR1436’da olan 8 

adet (Hvu-miR156, Hvu-miR159, Hvu-miR160, Hvu-miR171, Hvu-miR395, Hvu-
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miR444, Hvu-miR1126) miRNA’nın bitki gelişimi, morfolojisi ve çiçeklenme zamanı ile 

ilgli genleri kontrol eden transkripsiyon faktörlerini hedeflediği tespit edilmiştir (65). Bu 

miRNA’nın kapsül dışında diğer dokularda ifade olabilen bir geni hedeflediği 

düşünülmektedir. 

 

 pso-miR1310 en az yaprak, en çok gövdede ifade olmuştur. Heliantus annuus bitkisinin 

miRNA profile çıkarılmış ve miR1310’da tespit edilmiştir. Bu miRNA’nın biyoenformatik 

olarak Myosin (hamy2) genini hedeflediği belirlenmiştir (189). Fonksiyonu tam olarak 

açıklanamayan bu genin bitkide hangi dokularda ne oranda ifade edildiği bilinmemektedir. 

Fakat yaprakta az ifade olan miR1310’nun yaprak morfogenezi veya fotosentez gibi 

yaprakta gerçekleşen bir olayda görev alan herhangi bir geni hedeflediği tahmin 

edilmektedir. 

 

6.3. Seçilen ve qRT-PCR İle Ölçülen Bazı miRNA’lar ve Hedefledikleri Genler 

Arasındaki İlişki  

 

pso-miR2’nin biyoenformatik olarak hedeflediği genlerden biri F-box/Kelch-repeat protein 

(At1g30090)’dir (Çizelge 5.6.). qRT-PCR sonucuna gore pso-miR 2 en fazla yaprakta, en 

az kapsülde; hedef gen ise en çok kapsülde en az yaprakta ifade olmuştur (Şekil 5.5.). 

Mikroarray sonucunda ise pso-miR2 nin homoloğu vvi-miR2950 en az kapsülde en çok 

kökte ifade olmuştur (EK-4). miRNA’lar ve hedefledikleri genler arasında ifade seviyesi 

açısından ters bir ilişki vardır. miRNA’nın ifadesi yüksekse, ilgili hedef genin ifadesi 

düşüktür. Pso-miR2’de bu ilişki çalışma kapsamında gösterilmiştir. Örneğin, yaprakta fazla 

ifade olan pso-miR2, hedef geni olan F-box/Kelch-repeat proteini baskıladığı için bu gen 

yaprakta az ifade olmuştur. Hedef gen F-box/Kelch-repeat protein geninin hem monokot 

hem ökotlarda çiçeklenme zamanı ve sirkadian ritmi kontrol ettiği, yaşlanma ve savunma 

cevabında görev aldığıda bulunmuştur (190, 191). Kapsül dokusunda bu miRNA’nın az 

ifade olması çiçeklenme zamanı ve savunma cevabı nedeniyle sekonder metabolit 

üretiminin artması , yaprakta çok ifade olması sirkadian ritm ile ilgili olduğunu 

gösterebilir. 

 

pso-miR3, aly-miR390a-3p ve ima-miR390-3p ile homoloji gösterir. pso-miR3’ün 

biyoenformatik olarak putative retroelement pol polyprotein (NP455428)  bir geni 

hedefledeği bulunmuştur (Çizelge 5.6). qRT-PCR sonucuna göre pso-miR3 en fazla 
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kapsül, en az yaprakta; hedef gen ise en fazla kapsül ve kök, en az gövdede ifade olmuştur 

(Şekil 5.6.). Mikroarray sonucunda ise pso-miR3 nin homologları en az yaprakta, en çok 

kökte ifade olmuştur (Çizelge 5.5.). Bu miRNAda kapsül dokusun dışında diğer dokularda 

miRNA-hedef gen ters ilişkisi rahatlıkla görülmektedir. Kapsül dokusunun ifadesinde hiç 

bir değişiklik olmamıştır. Hedef gen ile ilgili yapılan gen ontolojisi çalışmasında bu genin 

metal veya çinko bağlanması ile dolaylı olarak ilişkisi olduğu belirlenmiştir (192). Genel 

olarak yaprak ve kökte miR3’ün ifadesi düşükken hedef genin yaprak ve kökte fazlaca 

ifade edilmesinin nedeni çinko veya metal bağlanma süreci ile ilişkili olabileceğini 

düşünülmektedir. 

 

pso-miR5’in biyoenformatik olarak RSY3 RASPBERRY3 (AT3G24560.2)  hedeflediği 

bulunmuştur (Çizelge 5.6). pso-miR5 ve hedefledği gen ile ilgili qRT-PCR sonucuna göre 

pso-miR5 en fazla gövde, en az kapsülde; hedef gen ise en fazla kapsül, en az yaprakta 

ifade olmuştur (Şekil 5.7.). Bu miRNA miR156e-3p ile homoloji göstermektedir (Çizelge 

5.4). Mikroarray sonucunda ise pso-miR5in homolog olduğu miR156 ailesinde en çok 

kapsülde, en az gövdede ifade olmuştur (Çizelge 5.5.).Hedeflediği gene baktığımızda 

Raspberry3 geninde meydana gelen mutasyonların kloraplast oluşumunu, dolayısıyla 

embriyogenezi etkilediği tespit edilmiştir (193). Ayrıca bu genin gen ontolojisine göre 

tohum dormansisi sonucu embriyo oluşumunda dolaylı olarak ilişkili olduğu görülmüştür 

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

 

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

ailesiyle homoloji göstermektedir.  

 

pso-miR7’nin biyoenformatik olarak hedefledği genlerden biri putative auxin response 

factor (NP305750)’dir (Çizelge 5.6). pso-miR7 ve hedefledği gen ile ilgili qRT-PCR 

sonucuna göre pso-miR7 en fazla kapsül ve gövdede, en az yaprakta; hedef gen ise en çok 

kapsülde en az yaprakta ifade olmuştur (Şekil 5.8.). Mikroarray sonucunda ise pso-miR7 

nin homoloğu miR160 ailesi en az yaprakda en çok kapsülde ifade olmuştur. Pso-miR7 nin 

qRT-PCR verileri ile mikroarray verileri birbirlerini doğrulamaktadır. Bu sonuçlarla 

berabert hedef genin yaprak dokusunda daha fazla ifade edilmesini beklerdik. 

Derinlemsine dizileme sonuçlarına bakıldığında tüm haşhaş bitkisinde pso-miR160’ın 251 

kere saptandığı gösterilmiştir (Çizelge 5.3.). Ayrıca mikroarray okumalarıda derinlemesine 

dizilemedeki gibi çok düşük seyretmiştir (Çizelge 5.5.). Daha öncedebelirtidiği gibi 
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miR160 ve mir167 aynı geni hedefleyen iki miRNAdır. Bu miRNA’ların biri bitkide fazla 

ifade ediliyorsa diğeri az ifade edilmektedir. Dolayısıyla pso-miR160 bitkide az ifade 

edilmesi sonucu bu miRNA’nın hedeflediği gen üzerindeki etkisi tespit edilememiştir. 

 

pso-miR 11, aly-miR166a-5p ile homoloji göstermektedir (Çizelge 5.4.).pso-miR11’in 

Leucine-rich repeat protein kinase family protein (AT2G01210.1) (hedef gen-1) ,homoloğu 

olan miR166 ailesinin HD-ZIP protein ATHB-15 (At1g52150 (hedef gen-2) 

biyoenformatik olarak hedeflediği bulunmuştur (Çizelge 5.6). pso-miR11 ve hedefledği 

genler ile ilgili qRT-PCR sonucuna göre pso-miR11 en fazla gövde ve kök, en az kapsülde; 

hedef gen-1 en fazla kökte, en az gövdede; hedef gen-2 en çok yaprak ve kapsül, en az 

gövdede ifade olmuştur (Şekil 5.9.). Mikroarray sonucunda ise pso-miR11’ in homologları 

en az kapsülde, en çok kökte ifade olmuştur (Çizelge 5.5.). Bu sonuçlara göre pso-miR11 

qRT-PCR ve microarray sonuçları birbirlerini doğrulamaktadırlar. Ayrıca pso-miR11 in 

asıl hedef geninin . HD-ZIP protein ATHB-15 olduğu deneysel olarak da tespit edilmişdir. 

 

pso-miR 13 derinlemesin dizilemede bulunan yeni miRNA’lardandır. pso-miR13’ün 

biyoenformatik olarak 7-OMT reticuline-7-O-methyltransferase (FJ156103.1) genini 

biyoenformatik olarak hedeflediği bulunmuştur (Çizelge 5.6). pso-miR13 ve hedeflediği 7-

OMT ile ilgili qRT-PCR sonucuna göre pso-miR13 sırasıyla en fazla gövde, kapsül ve 

yaprak en az kökte; 7-OMT en fazla gövde ve yaprak, en az kapsülde ifade olmuştur. (Şekil 

5.10.). 7-OMT benzilizokinonin alkaloit sentez yolağında görev alan bir enzimdir. (S)-

retikulinin (S)-laudanine dönüşümünü katalizler (194, 195). 7-OMT lateksinde yoğun 

olduğu gövde de, kapsül ve kök dokularına kıyasla daha fazla bulunmaktadır. Ayrıca eser 

miktarda yaprak dokusundada 7-OMT’ye rastlanmıştır (194). Tüm bu veriler çalışma 

sonuçlarımızı teyit etmektedir. Papaverin yolağında yer alan 6 genin  susturularak 

papaverin ve oluşan diğer alkaloitlein miktar tayinleri yapılmıştır. 7-OMT geninin 

susturulması sonucu papaverin miktarında bir değişiklik olmazken laudanin ve laudanosin 

miktarında azalma kaydedilmiştir. Morfin, kodein, tebain ve noskapin gibi diğer alkaloid 

miktarlarının ise kontrole kıyasla arttığıda bildirilmiştir (195). Tez çalışmasında 

kullandığımız P. somniferum Ofis-95 varyetesi en yüksek oranda morfin, en düşük oranda 

papaverin üretmektedir (196). Ayrıca miRNA’lar ve hedefledikleri genler arasında ifade 

seviyesi açısından ters bir ilişki vardır. Kapsül dokusu hariç diğer tüm dokularda bu ilişkiyi 

rahatlıkla görebilmekteyiz. 
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pso-miR164’ün NAC1 no apical meristem protein (AT1G56010) biyoenformatik olarak 

hedeflediği bulunmuştur (Çizelge 5.6).  pso-miR164 ve hedeflediği gen ile ilgili qRT-PCR 

sonucuna  göre pso-miR164 en fazla gövde, en az kökte; hedef gen en fazla yaprak, en az 

kökde  ifade olmuştur (Şekil 5.11.). Mikroarray sonucunda ise pso-miR164 homologları en 

fazla kapsül, en az kökte ifade olmuştur (Çizelge 5.5.). Aslında miR164 ‘ün qRT-PCR 

sonucuna göre gövde, kapsül ve ve yaprağın ifade düzeyleri hemen hemen aynıdır. Bu 

sonuçlar mikroarray sonuçlarıylada desteklenmiştir. Bu sonuca paralel olaral hedef gen 

gövde dokusunda az ifade olmuştur.Fakat diğer göreceli tutarsızlığın sebebi ise NAC1 geni 

için bitkilerde miRNA regülasyonu dışında başka bir regülasyon daha olması durumudur. 

Bu hedef gen bir transkripsiyon faktör olup regülasyonunda miRNAdan bağımsız 

farklılıklar görülebilir. 

 

pso-miR159’un MYB101 (AT2G32460) biyoenformatik olarak hedeflediği bulunmuştur 

(Çizelge 5.6). pso-miR159 ve hedeflediği gen ile ilgili qRT-PCR sonucuna göre pso-

miR159 en fazla kapsül, en az kökde; hedef gen en fazla kök, en az yaprakve gövde de  

ifade olmuştur. (Şekil 5.12.). pso-mir159a-b ve pso-miR159f  kökte fazla yaprakta az, pso-

miR159c-e ve pso-miR159g ise kapsülde çok yaprakda az ifade olmuştur. pso-mir159’un 

qRT-PCR ve mikroarray sonuçları birbirlerini desteklemektedir. Ayrıca kökte az ifade olan 

bu miRNAya hedef geni kökte fazla düzeyde ifade olmaktadır. Kapsül dokusunda önemli 

farklılık görülmemekle birlikte yine ilgili hedef genin bir transkripsiyon faktörü olduğu ve 

sonuçlardaki bazı farklılıkların bundan kaynaklanabileceği göz ardı edilmemelidir. 

 

pso-miR395’ün APS4 Sulphate adenylyltransferase (AT5G43780) geninin hedeflediği 

biyoenformatik olarak bulunmuştur (Çizelge 5.6). pso-miR395 ve hedeflediği gen ile ilgili 

qRT-PCR sonucuna göre pso-miR395 en fazla yaprak, en az gövde; hedef gen en fazla 

kök, en az gövde de  ifade olmuştur (Şekil 5.13.). Mikroarray sonuçları dokular arasında 

değişiklik göstermektedir. Pso-miR395’in qRT-PCR sonucu mikroarray de osa-miR395c 

ile uyumluluk göstermiştir (Çizelge 5.5.). APS4 geni sülfat açlığı ile ilgili bir gen olup, 

sülfatın kök ve yapraklar arasındaki translokasyonundan sorumludur (184). Genel olarak 

qRT-PCR verilerine göre kök ve gövde dokularında ifade olan miRNA ve hedef gen 

arasındaki ifade düzeyinde belirlenen ters ilişki rahatlıkla gözlenmektedir.   

 

pso-miR535’in Lipoxygenase (LOX gene) (FM164378.1) hedeflediği tespit edilmiştir 

(Şekil 5.14.).  Mikroarray sonucunda pso-miR535 en az kapsülde, en fazla yaprak ve kök 
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de ifade olmuştur (Çizelge 5.5). pso-miR535’in hedef geni en fazla yaprak, en az kökde  

ifade olmuştur. (Şekil 5.14.). LOX geni bitkinin her dokusunda ifade olan yaşlılıktan, 

meyva olgunlaşmasına abiyotik stressden savunma cevabı gibi çok alanda rol oynayan bir 

gendir (197). Haşhaş bitkisinde LOX geninin ifadesinin bitkide meyve olgunlaşmasının ve 

yapraklarda yaşlılığın başladığını rahatlıkla ifade edebiliriz. Ayrıca LOX geni sekonder 

metabolit mekanizmasını aktive eden jasmonik asitin oluşumunda çok önemli bir yere 

sahiptir (158, 159, 198, 199). Alkaloitler gibi sekonder metabolitleri üreten haşhaş 

bitkisinde LOX geni ve bunu hedefleyen pso-miR535’in bulunuşu çalışmalarımız 

doğrulamaktadır. 

 

T0047847 numaralı küçük RNA’nın COR (FJ624147.1) genini hedeflediği biyoenformatik 

olarak tespit edilmiştir (EK-3). T0047847 en fazla kapsül, en az yaprak; hedef gen en fazla 

kök, en az yaprak da ifade olmuştur (Şekil 5.15). COR (codeinone reductase) geni morfin 

sentez yolağında görev alır. Kodeinonun kodeine dönüşümünü gerçekleştirir. Kodeinin 

demetilasyonu ile morfin sentezi gerçekleştirilmiş olur (23, 27, 30, 194, 200) (Şekil 2.2.). 

COR geni hemen hemen tüm dokularda mevcuttur. Yaprak hariç diğer dokularda çok 

miktarda bulunur (34). Yapılan çalışmalar sonuçlarımızı desteklemektedir. Ayrıca miRNA 

ile hedef gen arasındaki ters ilişkiyi tüm dokularda rahatlıkla görmekteyiz.  

 

T0013376 numaralı küçük RNA’nın SAT (FJ200354.1) genini hedeflediği biyoenformatik 

olarak tespit edilmiştir (EK-3). t0013376 en fazla gövde, en az yaprak ve kök; hedef gen en 

fazla kapsül, en az yaprak da ifade olmuştur (Şekil 5.16.). SAT [(7S)-salutaridinol–7-O 

acetyltransferase] morfin sentez yolağında ilk tepkimeyi katalizler. S- retikulin’den (7S)-

salutaridinol oluşur. SAT enzimiyle (7S)-salutaridinol, salutaridinol-7-O-acetate 

dönüştürülür (30, 194, 200) (Şekil 2.2.). Sonuçlarımızı doğrulayacak şekilde SAT’ın 

kapsül ve gövde dokularında fazla, kök ve yaprak dokularında az ifade olduğu tespit 

edilmiştir (34). Morfin üretimi diğer alkaloitlere göra fazla olan Ofis-95 varyetesinin 

kapsülünde çok yüksek oranda SAT bulunmasıda sonuçlarımızın anlamlı olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca bu geni hedefleyen miRNA adayı t0013376 ‘nın tüm dokularda 

hedef genin aksine az ifade olduğunu görmekteyiz. Alkaloit üretiminin çok olduğu genç 

kapsül döneminde SAT’ın dokularda fazla, onu hedefleyen miRNA adayının dokularda az 

ifade olması  miRNA- hedef gen ilişkisini doğrulamaktadır. 
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t0000199 numaralı küçük RNA’nın TYDC (AF025435.1) genini hedeflediği 

biyoenformatik olarak tespit edilmiştir (EK-3). t0000199 en fazla yaprak, en az kök; hedef 

gen en fazla kapsül ve gövde, en az yaprak da ifade olmuştur (Şekil 5.17). 

Benzilizokinonin alkaloitlerinin sentezi L-Tyrosin’in tyramine, L-dopa’nın dopamine 

tyrosine/dopa decarboxylase (TYDC) katalizörlüğünde dönüşümü ile başlar (Şekil 2.2.). 

Bu yönüyle TYDC sadece morfin yolağındaki alkaloitlerin oluşumu değil papaverin, 

berberin ve sanguarin gibi diğer alkaloitlerin oluşumu içinde önemlidir. TYDC ‘nin yaprak 

dokusu dışında diğer dokulardaki ifade seviyesi (34) bulduğu sonuçlardan farklıdır. TYDC, 

kapsül ve gövdede daha yoğun olarak  karşımıza çıkmaktadır. Bitki materyalimizin 

toplandığı dönem olan genç kapsül dönemi alkaloit sentezinin çok yoğun olduğu bir 

dönemdir. Her ne kadar yapılan çalışmalar TYDC geninin kök ve gövde de bulunduğunu 

belirtsede, olgunlaşmamış kapsül döneminde petallerin düşmesiyle beraber hızla büyüyen 

kapsülün içerisine latisiferlerle dolmaktadır. Ayrıca TYDC dokuya spesifik ifade 

olmaktadır. Genç dokularda (yaprak ve aksillar tomurcuklar) ifade olan bu genin, olgun 

kök gibi yaşlı dokularda ifade seviyesi azalmaktadır (201). Kapsül dokusunda TYDC’ye 

rastlamamız bu dokuya hızla dolan latisiferlerden kaynaklanıyor olabilir. Kök dokusunda 

TYDC’nin az ifade olması total RNA’nın izole edildiği kökün yaşlılığın kaynaklanabilir. 

TYDC’yi hedefleyen miRNA adayı t0000199’ün dokulardaki ifadesine bakıldığında gövde 

dokusu dışında beklenen miRNA-hedef gen ilişkisi görülmektedir. 

 

6.4. miRNA’lar ile Alkaloit Sentez Mekanizmasının İlişkilendirilmesi 

 

Haşhaş tarafından da sentezlenen benzilizokinolin alkaloitleri (BIA) çok geniş ve yapısal 

olarak çok çeşitleri olan bitki doğal ürünleridir BIA sentezinde yolağın en başında tyrozin 

amino asidi yer alır. Bir dizi zorlu ve çeşitli kimyasal reaksiyonlar sonucu alkaloitler  

meydana gelir. Sekonder metabolit olarak da adlandırılan  BIA, bitkide normal büyüme ve 

gelişim için elzem değildirler fakat patojen ve herbivor saldırılarına karşı bitkiyi korurular 

(32). Bitkinin savunma sistemini harekete geçiren her kimyasal veya biyolojik madde 

aslında bitkinin alkaloit sentez mekanizmasınıda harekete geçirir. 

 

Tez kapsamında yapılan çalışmalar sonucunda haşhaşta ifade edilen miRNA’lar ile alkaloit 

sentez mekanizması arasında (doğrudan veya dolaylı ) ilişki tespit edilmiştir. Toplamda 23 

adet miRNA’nın ve 3 adet miRNA adayının alkaloit sentezi ile ilişkisi belirlenmiştir. 

Bunlardan 2 adet miRNA (pso-miR13 ve pso-miR408) ve 3 adet miRNA adayı (t0000199, 
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t0013376, t0047847) doğrudan diğerleri (pso-miR1106, pso-miR415, pso-miR835  vd) 

dolaylı olarak alkaloit yolağına müdahele etmektedir. Bu müdahele Şekil 6.1’de şematize 

edilmiştir. 

 

Alkaloit sentez yolağını regüle eden miRNA’lar; pso-miR13 ve pso-miR408’dir. pso-

mir13 biyoenformatik olarak 7-OMT (7-O-methyltransferase)  ve SSL4 (strictosidine 

synthase-like 4)  gibi alkaloit sentezinde birebir görev alan genleri hedeflediği bulunmuştur 

(Çizelge 5.6.). Ayrıca pso-miR13’ün 7-OMT’yi hedeflediği yaptığımız qRT-PCR 

çalışmasıyla (Şekil 5.10) da deneysel olarak ispatlanmıştır. 

 

COR, SAT ve TYDC genlerinin biyoenformatik olarak hedefleyen t0000199, t0013376, 

t0047847 numaralı miRNA adaylarının qRT-PCR çalışmasıyla miRNA-hedef gen ilişkisi 

tespit edilmiştir. Fakat eldeki Papaver ESTlerinin azlığından dolayı bu küçük RNA’ların 

pre-miRNA yapısı öngürülememiştir. Bu nedenle miRNA adayı olarak isimlendirilmiştir. 

 

Pso-miR408 biyoenformatik olarak FAD-binding and BBE domain containing protein 

(TC366290) adlı geni hedeflemektedir (Çizelge 5.6). Bu gen, gen ontolojisinde reticuline 

oxidase ile ilişkilidir.  Reticuline oxidase S-reticuline den (S)-scoulerine  oluşturur. Dolaylı 

olarak reaksiyon berberin oluşumu yönünde devam eder (Şekil 2.2.). Pso-miR408 

derinlemesine dizileme de 2849 defa okunmuştur ve toplamda okunan 124 miRNA 

aileleleri içerisinde 11. sırada yer almaktadır (Çizelge 5.3.). Bu miRNA’nın bu derece çok 

olması alkaloit biyosentezini berberin yönünde olmadığını göstermektedir. 

 

Dolaylı olarak alkaloit sentezine müdahele yaralanma, patojen saldırısı, stress gibi olaylar 

sonucunda bitkide yer alan ve savunma sistemini uyaran jasmonik asit üzerinden 

olmaktadır. Jasmonik asit bir çeşit bitki hormonu olup lipoxygenaz enzimlerinin de 

katıldığı oktadekanoit yolağında sentezlenir. Bu hormonun ana maddesi α-linoleik asitdir. 

Jasmonik asitin en önemli görevleri büyümenin durdurulması, yaşlanma, yaralanma cevabı 

ve bitki savunmasıdır. (202).  

  

Metil jasmonatın hücre kültürlerinde sanguarin adlı alkaloiti arttığı yönünde sonuçlar 

vardır. pso-miR1106, pso-miR415, pso-miR835, pso-miR6434 ün hedeflediği genlerin 

gen ontoloji (Çizelge 5.7.) yapıldığında bu miRNA’ların dolaylı olarak jasmonik asiti 

stimüle ettiği belirlenmiştir. 
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Şekil 6.1. Haşhaşta alkaloit sentez yolağını regüle eden derinlemesine dizileme ve miRNA 

mikroarrayi ile tespit edilen miRNA ve miRNA adaylarının benzilizokinolin sentez yolak 

haritasında (KEGG) gösterilimi 
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Pso-miR1432, pso- mir1507, pso- miR1514, pso-miR1850, pso- miR2673, pso- 

miR393, pso- miR4393, pso-miR5658, pso-mir827, pso- miR415, pso- miR168 nin 

hedeflediği genlerin gen ontolojisi yapıldığında bu genlerin savunma sisteminde rol 

oynayan diğer genlerle ilişkili olduğu belirlenmiştir. Ayrıca pso-miR4351 ve pso-miR530 

un hedeflediği genin gen ontolojisi yapıldığında yaralanma cevabı, pso-miR167, pso-

miR2931ve pso-miR5225 in hedef genlerinin nematod saldırısı cevabı ile ilgili olduğu 

belirlenmiştir (Çizelge 5.7.). 

pso-miR535 LOX genini hedeflediği RLM-RACE deneyi ile bulunmuştur (Şekil 5.25.) Bu 

gen jasmonik asit oluşumunda görev alır (158, 202). LOX genindeki artış jasmonik asitin 

artmasına dolayısıyla alkaloit sentezinin artışına neden olacaktır. 

 

Terpenoid İndole alkaloitlerinden vinblastine ve vinkristini sentezleyen Catharanthus 

roseus bitkisinde yapılan bir çalışmaya göre terpenoid indol alkaloid (TIA) yolağında 

transkripsiyonel regulator olarak görev yapan ORCA3 geni ile jasmonik asitin yolak 

üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Sonuçta jasmonik asitin fazla ifade edilen ORCA3 genine 

kıyasla 5 kat daha fazla TIA yolağını aktive ettiği belirtilmiştir (203). 

 

Tütün bitkisi alkaloit, fenolik bileşikler ve terpenoitler gibi sekonder metabolitleri 

üretebilmektedir. Metil jasmonat uygulaması yapılan tütünde caffeoylputrescine, nicotine 

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

 

Tropane alkaloitlerinden olan scopolamine ve hyoscyamine tıbda antikolinerjik olarak 

kullanılır. Her iki alakaloitde Brugmansia candida bitkisinin köklerinde sentezlenir. 

Alkaloitlerin aşırı miktarda sentezlenmesi için bitkiye metil jasmonat uygulaması 

yapılmıştır. Scopolamine üretiminde yaklaşık %1200 artış olurken, hyoscyamine de bu 

oran %30 olmuştur (205). Benzer bir çalışmada tütün bitkisinin yapraklarında meydana 

gelen yaralamanın önce sürgün dokusundaki jasmonik asit seviyesini arttırdığını daha 

sonra artan jasmonik asit miktarıyla beraber kökte nikotin üretiminin uyarıldığı 

bildirilmiştir (206). Benzilizokinolin alkaloid yolağında görev alan CYP80B1 geninin metil 

jasmonat uygulaması sonucu hücre kültürü ortamında arttığı belirlenmiştir (207). Jasmonik 

asit sadece alkaloid sentezini değil aynı zamanda bitkide miRNA ifade profilindede 

değişikliklere neden olduğu bildirilmiştir (208). 
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Günümüze kadar yapılan bir çok çalışma jasmonik asitin bitkinin savunma sisteminde rol 

aldığını göstermiştir. Elisitör olarak uygulalan metil jasmonatın birçok savunma genlerini 

regüle ettiği ve ifade edilmesini uyardığı bilinmektedir (209). Bunun yanında abiyotik ve 

biyotik stress koşullarında yine jasmonik asitin sekonder metabolit mekanizmasını aktive 

ettiği bildirilmiştir (158, 161, 197, 202, 207, 210).   

 

6.5. Sonuç 

 

Günümüze kadar bitkilerde ifade olan miRNA’ların tanımlanması ve karakterizasyonu ile 

ilgili pek çok çalışma yapılmıştır. Morfin, kodein, tebain gibi insan sağlığı için çok önemli 

alkaloitlerin sentezlendiği haşhaş bitkisinde bu yönde bir çalışma yapılmamıştır. Bu tez 

çalşması bir ilk olmuştur. Ayrıca Türkiye’de tam bir bitkinin miRNA profili ilk defa 

çıkarılmış ve bunun için derinlemesine dizileme, miRNA mikroarrayi ve qRT-PCR 

çalışmaları yapılmıştır.  

 

Haşhaş bitkisine ait kapsül, gövde, yaprak ve kök dokularının RNA’ları izole edilerek, bu 

RNA’lardan oluşan bir RNA miksin derinlemesine dizileme çalışması yapılmıştır. Sonuçta 

124 farklı aileye ait miRNA’lar tespit edilmiştir. Ayrıca 6 adet yeni miRNA saptanmıştır. 

Üstelik bunlardan pso-miR13’ün 7-OMT gibi alkaloit senteziyle doğrudan ilişkili bir geni 

hedeflediğide deneysel olarak bulunmuştur. 

 

Haşhaştan alınan 4 farklı doku RNA’ları kullanılarak miRNA mikroarrayi yaptırılmıştır. 

Toplam 28 miRNA ailesi tespit edilmiştir. Dokulardaki ifade düzeyleri arasında ciddi 

farklılık görülen bazı 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-mir159) seçilerek 

bu miRNA’ların hedef genleri ile ifade düzeyleri ilişkilendirilmiştir. 

 

Başta yeni bulduğumuz miRNA’lar olmak üzere toplam 10 adet miRNA’nın (pso-miR535 

hariç) hedef genlerinin dokulardaki ifade düzeylerine qRT-PCR ile ölçüm yapılmıştır (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 ölçümleri yapılan miRNA’lar ve hedef genlerin ifadeleri  

ilişkilendirilmiştir. 

 

miRNA’ların hedeflediği genleri modifiye 5’RLM-RACE çalışması ile tespit edilmeye 

çalışılmıştır. Yeni tespit edilen miRNA’lar ve korunmuş pso-miR535, pso-miR164, pso-

miR156/157 için spesifik primerler tasarlanmıştır. Sonuçta pso-miR535’in LOX genini 

hedeflediğini deneysel olarak bulunmuştur. 

 

Haşhaş bitkisine farklı dokularda miRNA ifade düzeyi ölçümleri  yapılarak özellikle 

latisfer hücrelerini barındıran kapsül  ve sentezde rol  alan gövde dokularında ekspresyon 

seviyeleri değişiklik gösteren miRNA’lar göz önüne alınmıştır. Bununla beraber, haşhaş 

bitkisinde küçük RNA kütüphaneleri (sRNA) kurularak dizi  analizleriyle ulaşılan bazı 

yeni  miRNA’lara ayrıntılı olarak biyoinformatik analizler yapılmıştır. Alakolit sentezinde 

rol oynadığı bilinen genleri hedeflemesi in silico analizler ile tahmin edilen bazı 

miRNA’lar belirlenerek deneysel yaklaşımlarla desteklenmiştir. Ayrıca RLM-RACE 

çalışmaları kapsamında deneysel  olarak LOX geni  gibi  alkaloit sentezinde rol  alan bazı 

genlerin spesifik miRNA’lar tarafından hedeflenerek regüle ettirdiği  bulunmuştur. 

Dolayısıyla elde edilen bu bulgular karmaşık ve birçok genin birlikte ifade edilerek 

katıldığı morfin sentezi  mekanizmasına yeni bir yaklaşım getirmiştir. Çalışmaların bu 

kapsamda genişletilmesi  ile alkaloit biyosentezi  metabolik mühendisliği  uygulamaları ile 

miRNA regülasyonu üzeri nden yönlendirilebilir olacaktır. 

 

Bundan sonra pso-miR408, pso-miR13, pso-miR535 ile COR, SAT ve TYDC genlerini 

hedefleyen küçük RNA’ların alkaloit biyosentez mekanizmasıyla ilişkilerinden dolayı 

susturma ve/veya aşırı ifade ettirme deneyleri yapılarak, yada bu miRNA’ların regüle 

etmek için hedeflediği genler üzerinden manipülasyonlar yapılarak alkaloit sentezi 

yönlendirilebilecektir 
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EKLER 

EK1: Derinlemesine Dizilemede Bulunan miRNA Ailelerinin Olgun miRNA Dizileri 

miRNA Ailesi Sekansı 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 
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EK2: Derinlemesine Dizileme Sonucu Bulunan Bazı Korunmuş miRNA’ların Pre-miRNA Dizileri  

 

miRNA 
Adı 

Pre-
miRNA 
Uzunluğu 

MFE 

(kcal/
mol) 

Pre-miRNA Dizisi 

pso-
miR157 

204 -59,1 TGATATGTTGTTGACAGAAGATAGAGAGCACAGATGATGATATGCAAAAACTCATCATCATTATCATTGTTATCAATACTATTCTTTGTTTTTTAGGGTTT
AGAAATTTGGAGAGAGACATTATCATTATTATGCATTTCACTCCATTTGTGCTCTCTATGCTTCTGTCATCACTCTCTTCACCCCTTCCTTTTATATATATCC 

180 -56,4 CTGTGCGTGATGACAGAAGATAGAGAGCACAACCCGAATCCTCGGGCGAAGTATCGGTGGTCACTGGTTTCTGGTTGTCCACCTCACTACCCTGAGAG
ATTACATTAGGAAGTTGCTGATTGAAAGACAGCTGAGAAGAAACTATTTGCTTGCTTTGTCTTTTGCCATTTTTATGCAGGA 

107 -50,8 TTTTGATTGGTTGACAGAAGATAGAGAGCACAATTTATCATGCACAAGGGAGAACTTGTGTTTGAGCAGCTTTTGTGCTCTTATCTCTTCTGTCAACCAC
ATAAAAT 

pso-
miR530 

214 -74 GGTCCCTTCATCTGCATTTGCACCTGCACCTTATTCAACTTCTCTTTTCTTTCTCCACCAACATAGGAAAAGGGTTTTTTCTTTACTTTGAAATAACTTAATT
AGCCCTTTAAGTACTCTTTTAAGTACTCTTTCATGAATATGAAGAACGAAAAGGTGAGAGAAAAAAAGGATCAATGATCAAAGGTGCTGGTGCATTTG
CAGCTGAATGCCA 

pso-
miR156 105 -51,7 

TCAAGGAAGGTGACAGAAGAGAGGGAGCACACATAGTTATTTTCTTGCATGGCCGCTTATGCTAGATATTCTGTGTGCTTTCTCTCTCTCTGTCACCAGT
CGTAA 

137 -52,31 
TTGAAAGAGCTGACAGAAGAGAGTGAGCACACACTAAACCTAATTGTATGAGAAATTTTTCTTAAAAAAAGTTGAAAGTTCATACCTTTACTTAGTATG
TGCTCATTTCTCTTTCTGTCAGGCCCCTTCTCTTTCTT 

113 -47,1 
TTGGATAATTTGACAGAAGAGAGTGAGCACCCAGAGGCAGTTGCTATAAAGTGTATATCAATACTTTTGCGTGCTCACTTCTCTCTCTGTCAGATTCGTT
AAACGGATCCAGT 

152 -60,4 
AATTAGGGGGTGACAGAAGAGAGGGAGCACACATAGTTGTTTTCTTGCATATGCAAAATATAATGTTGTGTTCATTCATTATTAACTTTCAATAAATGA
TATCAATGCTCGAAGCTTTGTGTGCTCTCTATCTCTCTGTCACCCCTCTAACC 

101 -54,2 
AATTAGAAGTTGACAGAAGAGAGTGAGCACACAGAGGCTTTTGGTATAATAATATGCCATTGCTCTTGTGTGCTCACTTCTCTTTCTGTCAGTTTCCCTT
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G 

129 -69,9 
GAGTAAGGGGAAGGGGGAGGTGACAGAAGAGAGTGAGCACATAAGGTAACTTTCTTGCATGTTAGGGTTCATGCTTGAAGCTTTATGTGCTTACTCT
CTATCTGTCACCCACCAAAATCTCTCTCTCTC 

pso-
miR397 92 -34,25 TGAAGATACGTCATTGAGTGCAGCGTTGATGTCAAACTTATTTCAAAATTCTAACTTTTCCCATCAGCGCTTCATTCAATCACGTTTCTTCC 

pso-
miR171 

97 -41,4 CGTATCGTGTCTGATGTTGGAACGGTTCAATCAAATCAAATCTCCTATGAATTGGGTCTTTTAATTTGATTGAGCCGTGCCAATATCGACCATTGTC 

107 -41,7 
TAGTTTACTTTGATATTGGCCCGGTTCACTCAGATAAATATGGTATTAGATACGTATTCATCATTTACGATATATTTGATTGAGCCGTGCCAATATCTCAG
TATACT 

104 49,2 
TTTGATTTTAACGGGATATTGGTGCGGTTCAATAAAAAGGTAATGCTCAAAATAAGCGTTGGGTTTTGCTTTTTGATTGAGCCGTGCCAATATCACGTGT
CAAC 

107 -41,7 
TAGTTTACTTTGATATTGGCCCGGTTCACTCAGATAAATATGGTATTAGATACGTATTCATCATTTACGATATATTTGATTGAGCCGTGCCAATATCTCAG
TATACT 

104 -49,2 
TTTGATTTTAACGGGATATTGGTGCGGTTCAATAAAAAGGTAATGCTCAAAATAAGCGTTGGGTTTTGCTTTTTGATTGAGCCGTGCCAATATCACGTGT
CAAC 

pso-
miR394 135 -50,5 

ACAGAATTTATTGGCATTCTGTCCACCTCCTCCACATATTAATTTATATTTATATATACATATATATATAATTTGTGTGTGTTTATTGTTATAATTAATGGTT
TGGAGGTGGGCATACTGCCAATTGAGTTCTCT 

135 -44,13 
ATAGAGTTTATTGGCATTCTGTCCACCTCCCCTCCTTTCTTCAAATCTTTCTATTCAAATTTTTGTTATTCTTTAAAAGAAAAAATTGATTTATAATATTGGG
GGAGGTGGGCATACTGCCAACTGAGTTCTGTT 

pso-
mir164 110 -36,7 

AGAATCCTGCTGGAGAAGCAGGGCACGTGCATGGCACATGCCATATATACACAAACACATGATACACACACCCTCCACTGCACGTGCTCCCTTTCTCCA
ACATGCCTCTC 

124 -68 
CCGATCAGGATGGAGAAGCAGGGCACGTGCATTACTCACTCGTGGAAGTCCTAACACAACACCACCGGTGGCTGTGTCTGAGTGAGTGGGTTGTTCAT
GTGCCCCTCTTCTCCATCCTGACCAC 

231 -63,15 AAGAGCAAGATGGAGAAGCAGGGCACGTGCTTTACTAACTCATTTCCAATTCAAAAATCCCATCTTCTTTTTTTTCTTTTCTTTTTTTCCTAATGTTTGTTA
AGAAGTGATTTTGAAATTTGGAAGAAAAAAGGGTTTTTTTCTTTTTCAATGTATTTTTGAGTTAGTTCTTCATGTGCCCCTCTTCACCATCCAGACCACTG
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CACCTTAATTAATGGAAACTTTGCTTCT 

pso-
miR167 

207 -59,6 

TTTGAGAGGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTGATTTAATTTGCTGAATTCTCTTTTAATTTAGAGGTTTTTATAAAGCAATATTATTGAAATTAATAAGGC
AAAAATGGGCTCTCTTTTTTTTTTTTTAATGGATTTTGATATTATGGTTTTCAAGGGTTTTTTTATATTTGAAAATCAGGTCATTCTAGCAGCTTCAATCAC
TCATT 

101 -37,5 
CACCAGCAGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTAAACTTCTTCTTGCTCTTCACACAAGCCAAGGAAAGATCAGATCATATGGTAGCTTCACCTTTTGATGGT
A 

102 -45,6 
TTTGAGAGGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTGAGGAACGCTAAAACATTTGGTTAAAGATTGGTTTCTTCCATCAGGTCATCTTGCAGCTTCAATCACTCA
AT 

158 -55,7 
AAGGAAAAGGTGAAGCTGCCAGCATGATCTACCTCTGGTCTGCTAGCTTGAAAAGACAAAAGCGTAAAGATAAAGAGATTGATTCATACCAATTTCTT
TTTTCTTCATCCATTGGTAACCCTAGTTAGGTCATGCTCTGACAGCCTCACTCCTTCCTA 

109 -47,1 
CACTAGCTGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTGAATCTGAACCCTCCGCCGCCCCGATCTCACGTCGGTCCATCGGAATCGGATCATATTGGTAGCTTCATC
TGCTCATGG 

101 -37,5 
CACCAGCAGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTAAACTTCTTCTTGCTCTTCACACAAGCCAAGGAAAGATCAGATCATATGGTAGCTTCACCTTTTGATGGT
A 

pso-
miR166 

277 -66,7 

GGAATGGAGTTTGCTCCGAAATCTTCTTCTTTCTTTTCTTTTTTGTCAATCCTTTTGAAAGGAGAAGAAATAAAACTACATGTCAATGTCTTTTTCTTTCAT
TATTTTTCAAGTTTTCTTTCTTGCTTTCTTCAAAATTGTTATTCTATGTTGTTTTTTTCCCTAACTAAAAGTAGTCTTCTTCTTCTTCGTATTTGAAAAGTTTG
TTGGTGTTGATTGAACGGAAAAAATGATCTCGGACCAGGCTTCATTCCTCACACGTACCT  

111 -53 
GTTGAAATTGTTGAGGGGAATGCTGTCTGGTTCGAGACCGTTTGTTGGATATCGTCGTTGTTTCCATGATGGGAACGATCTCGGACCAGGCTTCATTCC
CCCCAACTCGAA  

107 -44,94 
TTTCTTTTGAGGGGAATGTTGTCTGGCTCGAGGACACTTGTTCTTTTTCATCCATTTCTTGAATTCATTAGTGTCGTCGGACCAGGCTTCATTCCCCCCAA
TTGCCT 

175 -50,61 
AATTTTGTTTGAGGGGAATGTTGTCTGGCTCGAGGTCACTTTTTTTTCTTCTCAAAAATCAATTCCATCTTTTATATATTTTGGTTTTAATTTCAAACAAAT
TTCGACGATCGACGAATTGATTCATTCAAAACCAAAGTGTCGTCGGACCAGGCTTCATTCCCCCCACAAATTT 

275 -68,7 TTAGTGTCGTCGGACCAGGCTTCATTCCCCCCAATTAATTCTATCTCCTCCAACAAGAACAACAAGAACAATTACAGAAAAATACAATACCACAAAAGGT
TTGTATTTGTTTTTTTCTTTTTTTGTTTTAAATTTTGCATTCATATATAATTTTGTTATTTCTATTTTTGGTAAATGGATTTTATGAGCAGATAATGTTGTGTG
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TGTGTGTGTGCGTTGGAAGTGAACTTATTAAACATGGGGTGCTGCAGATTGGTATAATGATGAAGCTTTT 

130 -54,3 
GAATAGTTGAGGGGAATGTTGTCTGGTGCGAGATCTTTCATTTCTTTTGAATTTTTGAAACCCTTAATTCAAATTACAACTCTTTACTTTTGAATGATTTC
GGACCAGGCTTCATTCCCCTCAACGCACA 

pso-
miR390 131 -69,6 

AAGTTAAGAAGAATCCTCTGAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCGTTGATTGAAGGCGGTTCCGTTTACGGGTTGGCGATTTCTCTATCGCGGCGCTATCC
ATCCTGAGTTTCACTGGTTCTTCTTGCTCTGCC 

112 -46,2 
AGAGTCCGTTAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCGTCATCGTTTCGATTCACCTCCCTCGACATCATCATCTTATTATTTCTCGGCGCTATCCATCCTGAGTTT
CCCGGCTTCTT 

116 -43,1 
AGAATCTGTTAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCACCGAATATAAAGAAAGATTACCGGAATATTCCTTCTCGTCGCCCTGCTTTCCGGCGCTATCTATCCT
GAGTTTCATGGCTTCTT 

140 -56,4 
TTAGTATGGAAGAACCTGTAAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCAATTAATAGTACAAAATAATTTTCGTTCAAAGCTTCACACTTTGCTTTTTGTTAATGGC
GCTATCCATCCTGAGTTTCATAGCTTCTTCTTGCTCGGCT 

pso-
miR168 

231 -82,7 

TAACACCGGCGGTCTCTAATTCGCTTGGTGCAGGTCGGGAACCGCTTCGCTCAGCCTACGGTTTACGTTTCTCGTTGGCCGGTCCTTCTTCATCTTCCTTT
CTTGTTCTTCTCTGCTTTTGTTTTTTTGCTTAATTTCTTTGCCGCTGTGCGGTGTTATGTTGTTGGAAAAATGTGTGGGCGAATTGGATCCCGCCTTGCATC
AACTGAATCGGAAACCGTGGTGAAGATT 

201 -71,7 

AGTCATCGGCGCTCTCTAATTCGCTTGGTGCAGGTCGGGAACTGTTTCGCTTTTTGTTCATCATGATCTCTTGATTGTTGTTCTCTCTTTCAATTTCCTCTG
CGTTGTTCAGGGGAAATATATATATATGTGTGTGTGTGTGTAATCGAGCGAATTGGATCCCGCCTTGCATCAACTGAATCCGAGACAGCGATGAAGAT
T 

pso-
miR172 

98 -37,11 TGTTTGCTATTGCTGCATCTTCAAGATTCACAAGTTTTTTTCTTCTATTTTTGCTCCAAACCCCCTTGAGAATCTTGATGATGCTGCAGTGGCAATTA  

113 -56 
GTTGGTTGCTGGTGTAGCATTATCAAGATTCACATTCAAATGTGTTGGGGCTACATTATTCCTGCACATTTCTTTGCAACTGAGAATCTTGATGATGCTG
CATCGGCAATCAA 

143 -51,3 
TAATTTGCTTGTGCGGCATCATCAAGATTCACAACAAAATAAGAATAAGAAAAAAAGGAAACCCTAATTTTATTTTTTGAGGATTGATTTGTTTTGAGGA
TGATTTTGATTGAGAATCTTGATGATGCTGCATTAGCAATAAC 

pso-
miR160 

98 -59,3 GTGTGTATGTGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGTAGAGCGCATCGGAATCCGATGGGCCTCCGCAGATGGCGTATGAGGAGCCATGCATATATCTTA 

123 -49 
TTTATATATGCTTTCAATATGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGTAGAGCGCTCACCGTCATACCCGATGGCCTCCGCGCATGGCGTATGAGGAGCCAAG
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CATATCCATGTCTATATTTCCTA 

101 -48,1 
TCATCGTAATGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGCAAAGCCCATCATCTAAAAATAGGTGGCCTTCTCGAATGGCATGCAAGGAGCCATGCATGTGTAA
AT 

pso-
miR319 

217 -95,01 

TTGTAAGGTTTCTCGGGTTTGAGAAACAAGGGAGCTCTCTTCAGTCCAGTCCAAGGCAGTTTTCTCGGTTGTTACTTAGCTGCTGACTCGTTGGCTCAAT
AACTGATCAACTGATATATTAGCTTGAACAATGATGTGTTTCTGAACCAACGATGCAGGAGCCAAGTTCAGCCATGGCTGTCACGTCTTGGACTGAAGG
GAGCTCCCTCACCTTCCA 
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EK3: Derinlemesine Dizilemede Okunan Küçük RNA’ların Morfin Sentezinde Rol Oynayan Genlerle Örtüştürülmesi, Bu küçük RNA’ların 

Papaver EST lerinde Bulunması ve İlgili  miRNA’lar ve Hedeflediği  Genlerin  Tüm In Siliko Analizleri 

Morfin senteziyle ilişkili genler ve derinlemesine dizilemede okunan küçük RNA’ların örtüştürülme sonuçları 

miRNA
_Acc. 
(küçük 
RNA ID) 

Target
_Acc. 

Expect
ation 

UPE miRNA_
start 

miRNA
_end 

Target_
start 

Target
_end 

miRNA_aligned_fragm
ent 

Target_aligned_fragme
nt 

Inhibiti
on 

Target_
Desc. 

multipl
icity 

t00025
78 

7omt 3.0 18.6
43 

1 24 627 650 UUGGAAUUUUGAUUU
AUUUAGCGG 

UCCUGAAAUGAAUCAA
AUUUCCAA 

Cleava
ge 

 1 

t00225
58 

7omt 3.0 7.79
2 

1 20 2247 2266 AAGAAGAAGGAAACUA
AAAC 

GUCUUAGUUUCUUUC
AUCUU 

Cleava
ge 

 1 

t00226
21 

7omt 3.0 8.24
3 

1 20 1315 1334 AGCUAGAAGUAAGAC
GAAUU 

GAUUCGUCUUGCUUC
UAAUU 

Cleava
ge 

 1 

t00230
61 

7omt 3.0 8.51 1 20 1341 1360 GAUGGAGGAGAAGAG
AAGAU 

UUCGUCUCUUCUCCUC
UAUU 

Cleava
ge 

 1 

t00240
40 

7omt 3.0 15.6
03 

1 21 849 869 AUUUUUGUGAUUGUU
GGAUUU 

AAUUCCAACUAUUACA
AAAGU 

Cleava
ge 

 1 

t00301
99 

7omt 3.0 13.6
26 

1 20 673 692 AAAUGCGCUGUGGCU
AAUCC 

GGAUUAGUUACUUCG
CAUUU 

Transl
ation 

 1 

t00330
52 

7omt 3.0 17.0
99 

1 24 1767 1790 UUGAAUAUGGAUAGG
AGGAAGGCU 

AGGAUUCGUUUCAUC
CAUAUUCAA 

Cleava
ge 

 1 

t00340
30 

7omt 2.0 18.T
em 

1 22 630 651 AUUGGGACUUUGAUU
GAUUUCG 

UGAAAUGAAUCAAAU
UUCCAAU 

Cleava
ge 

 1 
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t00415
34 

7omt 2.0 20.2
5 

1 21 1216 1235 UAUAGGCAGACUCCAU
AACCA 

UGGUUAUG-
AGUCUGCCUAUA 

Cleava
ge 

 1 

t00492
33 

7omt 2.0 15.1
48 

1 20 1108 1127 AAGAUAAUAAGAUGA
CUGCU 

AGUAAUUAUCUUAUU
AUUUU 

Cleava
ge 

 1 

t00608
40 

7omt 3.0 12.6
87 

1 20 1655 1674 UAGUCGUCAAGGAAG
UUCUG 

CAGAACAUCCUUCACG
AUUG 

Cleava
ge 

 1 

t00690
63 

7omt 3.0 15.3
37 

1 20 904 923 UCCUUUAGAAAUAUG
GCGUC 

GAUGCCAUAUUUAUG
AAGGU 

Cleava
ge 

 1 

t00713
47 

7omt 2.0 7.57
8 

1 20 1342 1361 UGAUGGAGGAGAAGA
GAAGA 

UCGUCUCUUCUCCUCU
AUUA 

Cleava
ge 

 1 

t00754
75 

7omt 3.0 16.0
12 

1 23 1776 1798 UCUGGGUUUUGAAGU
UGGAUAAA 

UUCAUCCAUAUUCAAA
ACUUAGA 

Cleava
ge 

 1 

t00761
03 

7omt 3.0 10.5
96 

1 22 73 94 GGUGUUGAUGAUGAG
GAAGGUG 

UGUCUUACUCAUCAU
CAACAAC 

Cleava
ge 

 1 

t00129
90 

4omt 2.0 14.5
21 

1 20 298 317 UCAGGUGGAACGAGU
AUCUU 

AAGAUACUUGGUACA
CCUGA 

Transl
ation 

 1 

t00351
19 

4omt 2.0 12.5
38 

1 24 1238 1261 AAGAAGAGAAAGGUA
GAAAACAUA 

UUUGUUUUUUCCCUU
UUUUUUCUU 

Cleava
ge 

 1 

t00165
14 

4omt 3.0 11.6
17 

1 24 1245 1268 AAGGAAAAAGAAGAA
GUUGGAGAA 

UUUCCCUUUUUUUUC
UUUUUCCUU 

Cleava
ge 

 1 

t00478
82 

4omt 3.0 12.8
27 

1 23 1242 1264 AGGAAGAAGAAAAAG
GUGAAUGA 

UUUUUUCCCUUUUUU
UUCUUUUU 

Cleava
ge 

 1 

t00504 4omt 2.0 8.09 1 21 1238 1258 AAAAAAAGCGGAAAAA UUUGUUUUUUCCCUU Transl  1 
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26 2 ACUAG UUUUUU ation 

t00545
58 

4omt 2.0 11.6
17 

1 24 1245 1268 AAGGAGAAAGAGAAA
GAGGGAGAG 

UUUCCCUUUUUUUUC
UUUUUCCUU 

Cleava
ge 

 1 

t00581
98 

4omt 3.0 12.2
81 

1 21 1245 1265 GAGGAAGAAGAAAAA
GGUGAA 

UUUCCCUUUUUUUUC
UUUUUC 

Cleava
ge 

 1 

t00597
47 

4omt 2.0 15.0
51 

1 21 298 318 UUCAGGUGGAACGAG
UAUCUU 

AAGAUACUUGGUACA
CCUGAA 

Transl
ation 

 1 

t00605
89 

4omt 3.0 21.N
is 

1 20 139 158 CAGCAAAACCCUGGAU
UCUG 

UAUAAUCUAUGGUUU
UGCUG 

Transl
ation 

 1 

t00629
59 

4omt 2.0 12.4
61 

1 20 1244 1263 AAAAGAAGAAGAAGU
GGAAA 

UUUUCCCUUUUUUUU
CUUUU 

Cleava
ge 

 1 

t00746
78 

4omt 3.0 12.5
38 

1 20 1242 1261 AGGAAGAAAGAGGGA
GACAA 

UUUUUUCCCUUUUUU
UUCUU 

Cleava
ge 

 1 

t00750
45 

4omt 3.0 12.2
81 

1 24 1242 1265 GAGGAAGAAGAAAAA
GGUGAAUGA 

UUUUUUCCCUUUUUU
UUCUUUUUC 

Cleava
ge 

 1 

t00762
09 

4omt 3.0 11.5
81 

1 23 1245 1267 AGGAGAAAGAGAAAG
AGGGAGAG 

UUUCCCUUUUUUUUC
UUUUUCCU 

Cleava
ge 

 1 

t00753
30 

4omt 3.0 12.8
27 

1 23 1242 1264 GAAAGGAAACAAAAGG
AAAAUGA 

UUUUUUCCCUUUUUU
UUCUUUUU 

Transl
ation 

 1 

t00027
97 

6omt 3.0 08.A
ğu 

1 20 328 347 AUUUGGAUGAGCGAG
UUGAA 

UUUAACUCGAUCAUC
AAAAU 

Transl
ation 

 1 

t00563
58 

6omt 2.0 13.6
58 

1 20 373 392 AUGAAACCCGUGGUG
AUGGA 

UCUGUCACCACUGGU
UUUAU 

Transl
ation 

 1 
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t00651
28 

6omt 3.0 18.7
84 

1 21 1272 1292 UCUGAAUUGUGUUGU
UGGGAU 

GUUCCUACAAAAUAAU
UCAGA 

Transl
ation 

 1 

t00751
19 

6omt 3.0 18.3
57 

1 20 1274 1293 UUUUGAAAUAUGUUG
UGGGA 

UCCUACAAAAUAAUUC
AGAA 

Cleava
ge 

 1 

t00769
89 

6omt 3.0 8.46
7 

1 24 320 343 AGAUGGUUGAGUUAA
AUUUUGGUG 

CUCUAUAAUUUAACU
CGAUCAUCA 

Cleava
ge 

 1 

t00081
51 

sat 3.0 7.18
7 

1 21 107 127 AGUAUAGAGGACAAC
AUGGAU 

AUCAAUGUUUUCCUU
UAUAUU 

Cleava
ge 

 1 

t00133
76 

sat 3.0 6.32 1 21 102 122 AAAGGAAAACAUGGG
ACGGGA 

UCUCGAUCAAUGUUU
UCCUUU 

Cleava
ge 

 1 

t00209
29 

sat 3.0 6.32 1 21 102 122 AAAGGAAAACAUGGG
ACGGGA 

UCUCGAUCAAUGUUU
UCCUUU 

Cleava
ge 

 1 

t00385
32 

sat 3.0 6.35
6 

1 23 124 146 AGAAUGAUUGGGACA
AAAGGUUG 

UAUUAUUAUGUUCCA
AUCAUUCU 

Cleava
ge 

 1 

t00407
04 

sat 3.0 6.20
4 

1 19 88 107 UCGAGAAUUGACAG-
UUGAA 

UUCAAUCUGUCACUU
CUCGA 

Cleava
ge 

 1 

t00485
19 

sat 3.0 Haz.
31 

1 20 107 126 GUAUAGAGGACAACA
UGGAU 

AUCAAUGUUUUCCUU
UAUAU 

Transl
ation 

 1 

t00571
34 

sat 2.0 16.5
78 

1 22 1398 1419 CAAUUCAAGGACGUCG
CUUAUG 

CCUAAGUGAAAUCCUU
GAAUUG 

Cleava
ge 

 1 

t00595
02 

sat 3.0 11.1
89 

1 21 1000 1020 UGUUUUGUAGACUGC
AUUGGU 

ACAAAUGCGGUCAACA
AGACA 

Transl
ation 

 1 

t00478 cor 3.0 14.7 1 20 219 238 CAUUGCGAGAUUUUG UCUAAUAAAAUCUCGA Cleava  1 
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47 45 UUGGA GAUG ge 

t00551
27 

cor 3.0 19.3
48 

1 22 283 304 GAAGAGCAGGUGGAG
CAAGAGC 

GAUCUUGUCCUCCCU
GCUCUUC 

Transl
ation 

 1 

t00726
48 

cor 3.0 15.5
13 

1 20 351 370 AGUAUACCGGAUGGA
GUAUC 

GAUACACCAUCCGGUA
AGCU 

Cleava
ge 

 1 

t00201
20 

cnmt 2.0 14.0
33 

1 21 35 55 UGUGGAUUUCUACGA
GGAUAG 

UUGUCUUCGUAGAAA
UCCACU 

Cleava
ge 

 1 

t00225
44 

cnmt 3.0 16.2
46 

1 20 1259 1278 AAUGGAGACAACAAGA
AGAA 

UUGUUUUUGUUGUCU
GCAUU 

Cleava
ge 

 1 

t00288
53 

cnmt 3.0 15.5
2 

1 20 8 27 AUGAAAUGCAAGUUA
GGGUC 

GAUUCUCUCUUGCAU
UUCAU 

Cleava
ge 

 1 

t00380
69 

cnmt 3.0 16.4
85 

1 21 326 346 AAGAAUUCUGAUGGU
UAUUGA 

UGAAUUACCCUCAGAA
UUCUU 

Cleava
ge 

 1 

t00382
40 

cnmt 3.0 16.6
86 

1 23 22 44 ACGAAGACAGGAUUU
AUAUGGAG 

UUUCAUUUUAGUCUU
GUCUUCGU 

Cleava
ge 

 1 

t00412
65 

cnmt 3.0 15.5
2 

1 20 7 26 UGGGAUGCGAGAGAG
GAUCA 

AGAUUCUCUCUUGCA
UUUCA 

Cleava
ge 

 1 

t00451
18 

cnmt 3.0 09.
Mar 

1 21 1278 1298 AAAAGAGAAGAAGAA
GUGGAA 

UUCUACUUUGUUUUU
UCUUUU 

Cleava
ge 

 1 

t00480
73 

cnmt 3.0 16.5
58 

1 20 1250 1269 AACAAAGACAAGCGAA
AUCG 

GGGUUUGGCUUGUUU
UUGUU 

Cleava
ge 

 1 

t00504
21 

cnmt 3.0 20.2
22 

1 20 614 633 UGGCGUUGUCGUUUG
UCGAG 

GUUGACAAACGUCGAC
GCCA 

Transl
ation 

 1 
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t00529
60 

cnmt 2.0 9.94
7 

1 23 1274 1296 AAGAAAGAAGAAAGU
AGAGAUCC 

GCAUUUCUACUUUGU
UUUUUCUU 

Transl
ation 

 1 

t00531
30 

cnmt 3.0 16.5
58 

1 21 1249 1269 AACACGAACAAGCCAA
AUCUU 

GGGGUUUGGCUUGUU
UUUGUU 

Cleava
ge 

 1 

t00664
41 

cnmt 3.0 16.5
7 

1 22 326 347 GAAGAAUUCUGAUGG
UUAUUGA 

UGAAUUACCCUCAGAA
UUCUUA 

Cleava
ge 

 1 

t00665
71 

cnmt 3.0 9.79
4 

1 20 1278 1297 AAAGAGAAGAAGAAG
UGGAA 

UUCUACUUUGUUUUU
UCUUU 

Transl
ation 

 1 

t00757
09 

cnmt 3.0 16.4
07 

1 20 326 345 AGAAUUCUGAUGGUU
AUUGA 

UGAAUUACCCUCAGAA
UUCU 

Transl
ation 

 1 

t00775
76 

cnmt 2.0 10.5
05 

1 23 35 57 UGUGUGGAUUUCUAC
GAGGAUAG 

UUGUCUUCGUAGAAA
UCCACUUA 

Cleava
ge 

 1 

t00001
99 

tydc 3.0 12.1
01 

1 24 253 276 UCUUUUUUUAUGUUA
UUUCGUCCU 

GGCAUGGAAUAAUUU
AAAAGAAGA 

Transl
ation 

 1 

t00009
34 

tydc 3.0 12.1
01 

1 24 253 276 UCUUUUUUUAUGUUA
UUUCGUCCU 

GGCAUGGAAUAAUUU
AAAAGAAGA 

Transl
ation 

 1 

t00068
75 

tydc 3.0 12.1
01 

1 23 254 276 UCUUUUUUUAUGUUA
UUUCGUCC 

GCAUGGAAUAAUUUA
AAAGAAGA 

Transl
ation 

 1 

t00072
64 

tydc 3.0 10.6
61 

1 23 2809 2831 GUGGAUUUGGAGAGA
CAUAAAGA 

UUUUGGUCUCUCUCC
AAAUUCAC 

Cleava
ge 

 1 

t00080
17 

tydc 3.0 10.8
07 

1 24 2809 2832 AGUGGAUUUGGAGAG
ACAUAAAGA 

UUUUGGUCUCUCUCC
AAAUUCACU 

Cleava
ge 

 1 

t00080 tydc 3.0 9.89 1 21 1174 1194 AAGGAGAAGAAAAGA UUAUUGUCUUUGCUU Transl  1 
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63 7 UGGUAG UUCCUU ation 

t00082
66 

tydc 3.0 10.6
23 

1 22 2809 2830 UGGAUUUGGAGAGAC
AUAAAGA 

UUUUGGUCUCUCUCC
AAAUUCA 

Cleava
ge 

 1 

t00154
04 

tydc 3.0 12.1
01 

1 24 253 276 UCUUUUUUUAUGUUA
UUUCGUCCU 

GGCAUGGAAUAAUUU
AAAAGAAGA 

Transl
ation 

 1 

t00162
66 

tydc 3.0 18.1
65 

1 22 1792 1813 AAGGAAGAAACAAGAA
GAAGUU 

AGUUUCUUCUUGUCA
CUUUCUU 

Transl
ation 

 1 

t00176
69 

tydc 3.0 9.95
5 

1 20 2145 2164 UUGUGAAGACAGUGA
CAUCC 

GCAUGUCGCUGUGUU
CGCAA 

Cleava
ge 

 1 

t00192
18 

tydc 3.0 14.8
59 

1 23 3130 3152 UUGUAGAUAAUGUUU
UGACUGGU 

ACUGGUCAAGGCAUU
AUCAACAA 

Cleava
ge 

 1 

t00209
44 

tydc 3.0 12.1
01 

1 21 256 276 UCUUUUUUUAUGUUA
UUUCGU 

AUGGAAUAAUUUAAA
AGAAGA 

Transl
ation 

 1 

t00248
91 

tydc 3.0 15.3
66 

1 20 2730 2749 AGCGGUUUUCUGUUG
UGCGU 

GUGCACUACAGAAAGC
UGCU 

Cleava
ge 

 1 

t00330
29 

tydc 2.0 7.01
3 

1 20 1187 1206 AGGAGAUUAAAGGAG
GAAGA 

UUUUCCUUCUUUAGU
CUCUU 

Cleava
ge 

 1 

t00350
55 

tydc 3.0 17.1
32 

1 21 1081 1101 CAGAGGAAGACACAAA
UGAUU 

AAGGAUUUGUGUCUU
UCUUUG 

Cleava
ge 

 1 

t00354
94 

tydc 3.0 18.1
01 

1 20 2559 2578 UGAUGAAAAGGUUGA
UGAUU 

AAUCAUUUCUCUUUU
CAUCA 

Cleava
ge 

 1 

t00456
26 

tydc 3.0 9.96
1 

1 24 3815 3838 ACGGUGGUUAGUGGU
AUGAAUAAU 

AAUAUUCAUACUACUA
AUCAUCAU 

Cleava
ge 

 1 
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t00485
16 

tydc 3.0 16.7
75 

1 21 2535 2555 GAAGCCUGAGCGUCU
GGUCAA 

UUGGCCAGAUGCUUA
CGCUUC 

Cleava
ge 

 1 

t00502
74 

tydc 3.0 Eki.2
7 

1 22 3420 3441 UCGACUGUUUAUUUC
AUAAAAG 

UUUUUAGGAAAAAAA
UAGUUGA 

Transl
ation 

 1 

t00507
58 

tydc 3.0 14.4
58 

1 21 1995 2015 CGUAGAUAUAAAAUG
AACGUG 

UGCGUUCAUUAUAUA
UCUAUA 

Transl
ation 

 1 

t00509
82 

tydc 2.0 2.31
6 

1 23 2053 2075 GAGAAAUGGUAUUGA
UUUUAGGG 

CACUAAACUCAAUACC
AAUUCUC 

Cleava
ge 

 1 

t00527
61 

tydc 2.0 19.7
56 

1 22 2552 2573 AAAAGAGUAGAGAUU
UGGGAAG 

CUUCCCAAAUCAUUUC
UCUUUU 

Transl
ation 

 1 

t00538
89 

tydc 3.0 13.9
53 

1 23 253 275 CUUUUUUUAUGUUAU
UUCGUCCU 

GGCAUGGAAUAAUUU
AAAAGAAG 

Transl
ation 

 1 

t00567
07 

tydc 2.0 7.61
4 

1 21 1187 1207 CAGGAGAUUAAAGGA
GGAAGA 

UUUUCCUUCUUUAGU
CUCUUG 

Cleava
ge 

 1 

t00571
76 

tydc 3.0 12.9
67 

1 20 2172 2191 UUUGGAUGGAUCUGG
AUCAA 

UUGAUCCAGAUGAAU
UCAGA 

Transl
ation 

 1 

t00583
34 

tydc 3.0 10.8
07 

1 23 2810 2832 AGUGGAUUUGGAGAG
ACAUAAAG 

UUUGGUCUCUCUCCA
AAUUCACU 

Cleava
ge 

 1 

t00591
00 

tydc 3.0 19.5
48 

1 20 223 242 UCUUCCAAGCUGAAG
UAUCU 

ACAGACUUCAGUUUG
GAAGG 

Cleava
ge 

 1 

t00597
46 

tydc 3.0 17.4
39 

1 21 1497 1517 UAAACUAGGGCUGUC
AAUGGG 

CCCAUUGAUAGUUCU
AUUUUA 

Cleava
ge 

 1 

t00607 tydc 2.0 7.05 1 22 1187 1208 ACAGGAGAUUAAAGG UUUUCCUUCUUUAGU Cleava  1 
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75 7 AGGAAGA CUCUUGG ge 

t00627
20 

tydc 3.0 12.7
19 

1 22 3405 3426 CUAAAAAUGGCAGCAG
GAUGAA 

UUAAACCAGCUGCCAU
UUUUAG 

Cleava
ge 

 1 

t00638
70 

tydc 3.0 19.5
48 

1 20 223 242 UCUUCCAAGCUGAAG
UAUCU 

ACAGACUUCAGUUUG
GAAGG 

Cleava
ge 

 1 

t00652
81 

tydc 3.0 13.9
53 

1 23 253 275 CUUUUUUUAUGUUAU
UUCGUCCU 

GGCAUGGAAUAAUUU
AAAAGAAG 

Transl
ation 

 1 

t00655
57 

tydc 3.0 11.9
45 

1 21 3405 3425 UAAAAAUGGCAGCAG
GAUGAA 

UUAAACCAGCUGCCAU
UUUUA 

Cleava
ge 

 1 

t00662
87 

tydc 2.0 10.3
75 

1 20 2309 2328 GUGGAUUCACGAUUG
UAAGG 

CCGUACAAUCCUGAAU
CCAU 

Transl
ation 

 1 

t00712
95 

tydc 3.0 6.35
2 

1 24 1182 1205 AGAGAUUAAUGGAGG
AAUAGGGAA 

UUUGCUUUUCCUUCU
UUAGUCUCU 

Transl
ation 

 1 

t00721
43 

tydc 3.0 16.1
78 

1 21 704 724 ACAUGUGGAACAUAU
GGGGAC 

GUUUCCAUGUGUUGC
AUAUGU 

Cleava
ge 

 1 

t00734
12 

tydc 3.0 18.8
17 

1 20 2552 2571 AAGAGUAGAGAUUUG
GGAAG 

CUUCCCAAAUCAUUUC
UCUU 

Transl
ation 

 1 

t00756
97 

tydc 3.0 15.5
51 

1 20 1495 1514 GAUAGAACAAUCGAU
AGGGG 

CCCCCAUUGAUAGUUC
UAUU 

Transl
ation 

 1 

t00767
83 

tydc 3.0 11.2
06 

1 24 2811 2834 AGAGUGGAUUUGGAG
AGACAUAAA 

UUGGUCUCUCUCCAA
AUUCACUUC 

Cleava
ge 

 1 

t00769
43 

tydc 3.0 16.6
84 

1 21 1150 1170 AGAUGGCUCAAGAAA
AUCCUG 

UAGGAUCAUUUUGGG
CCAUCU 

Cleava
ge 

 1 
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t00771
97 

tydc 3.0 17.5
48 

1 20 1081 1100 AGAGGAAGACACAAAU
GAUU 

AAGGAUUUGUGUCUU
UCUUU 

Cleava
ge 

 1 

 

Morfin sentezinde rol  alan gen: 7-OMT  

Bu geni hedefleyen ve derinlemesine dizilemede elde edilmiş olan miRNA için olgun ve pre miRNA dizileri :   

 

ID: t0071347: UGAUGGAGGAGAAGAGAAGA (pso-miR13 olarak adlandırılmıştır) 

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  

>gi|189452807|gb|FG611104.1|FG611104 stem_S068_F02.SEQ Opium poppy stem cDNA library Papaver somniferum cDNA, mRNA 

sequence 

AAATGCTAGATACCAACCGTAACTCAGTTACGGTTGGTAAATAAAAATGGTTGCCAACCGTAACTGAAGA 

AAATTTTCAGATATAAGAACATACGGTTGGTAATTGAACTATTACCAACCGTAACAACATCAAATTCTGC 

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

CACCTAAAATCCTAATTTCTGATAGAAATTAAACTTAAATCGAACAAAATAAACTAAACCCTAACTGGGT 

TTTCCATAATATACCTCATATAAGTTATTACAGTTGATTAATTTTCGAATCGCTGATTAATCGAAGACGA 

TGAAATTTCCAGTTTTAATGGAGGTTACAGTTGATGGAGGAGAAGAGAAGATGAAGAATAAGATGAAAAA 

AACTGATTTGCTTTTTTCTGATTCATTAGGTTTTAAAAAAAATTGATTTGATTTTGGTTGATTTAAGGTG 

AAAAGAGTAATCTAGTCAATTTACATCCCCTTTAGGACATCCCCTAACCAATTAAAGGGACATTACTATC 

ACAGTGCCGCCCCTCTACTAAATCATGCCGCCCCTATACCAAGGTTGAAAATAAAATGCATAATAAAAAC 

TGATACTCCAACTCATAGTTATTTCTGAACAATAGAGGATAAACACTAAACATGCTATTTAATTGGCATC 

TAATCCCAACTCAGTCAATATATATACCTCATCGTCAAGAAAAAATTCCATCTACTTAGAAAGGCTAGTG 

TTTATTCTAAATTGTTCCAAAATCTCTAAAAGTTGGAGTTTTGATATGCAAATATCCAAAATAAGAAAAT 

AAAGATAAAAGACTTGAGAAATAAAAAGATAGAGATAGATACACAAAATCAGTGGGTTTCCTCCCATTTA 

GCGCCTGGTTTAAAGTCGTCATCCCGACTTGCAAGACGAATTCCCCATAGACCAATAGTCTGAAAAGTTG 

GGGATCCACCCATAGAACATGTTTTGCAAATAGTAACTTCACACAAACATTAGTACAATAATCAAAAGTA 

GCTATAGCCCAATAGAAGTTTCCCCCACGCTTAGTCTTTTATACACTGAGTGTATAAAGAACCATAAAAT 

CAGGACTTCTTGGTTCCTTCTTTACAACATACAGGATGGATCAGTTTCAATGTGAATAAGGAAAACAAGT 

CATTTCAACAAATATTTCTCCGAAACCAAATACC 

Sarı renkli bölge pre-miRNA dizisi 

Yeşil renkli bölge olgun miRNA dizisi 

psRNA Target sonucu bu miRNA’nın 7-OMT ‘yi  hedeflemesi  
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Bu miRNA’nın hedeflediği diğer genler ve bu genlerin BLAST ve Gene Onthology (GO) sonuçları aşağıdaki tabloda gösterilmiştir. 

 

 

Morfin sentezinde rol  alan gen: TYDC  

Bu geni  hedefleyen derinlemesine dizileme ile elde edilmiş olan miRNA için olgun dizisi :  

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

 

PAPAVER EST Sonucu 

PF_T3_32R_D11_07AUG2003_089 Opium poppy root cDNA library Papaver somniferum cDNA, mRNA sequence 

GenBank: FG602059.1 

EST GenBank  

>gi|189446551|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 

AATCCCACAAACAAAGGAATTGTACAGGACGAAATAACATAAAAAAAGACTCGTTCTAAACATGAAATTA 

ATATTTCCTACAGATTATGATAACTCGAGAAGTTTTTTATTGGATTATGATTCAAAGAAGGAAAAAGAAT 

AGAATAATCGTTCTATGATCAAAATACCACCCCATCCGTTTTCATATTTCGAATTGTTAGAATCGGTTGG 

TCGTACCTATACTGCAAAAATAAATATGAATGGCTCGCTATTGACCCGATTTCTGGGTCATAATCATAAA 

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

GAGGGTTCGAATCCCTCTCTTTCCTTACCTTTGCCTAATTCAAGAGCGTTATTGACCACAATGGATCAAA 

TAACAAACAAACAAGGAATAGGATTATTCCAAGAGGTAGACCTTTCTTGAAATGA 

 

 

Bu miRNA’nın hedeflediği  diğer genler ve bu genlerin BLAST ve GO sonuçları aşağıdaki  tabloda gösterilmişti r. 

 

Morfin sentezinde rol  alan gen: SAT  

Bu geni  hedefleyen derinlemesine dizileme ile elde edilmiş olan miRNA için olgun dizisi : ID: t0013376: AAAGGAAAACAUGGGACGGGA  

 

psRNA Target sonucu bu miRNA’nın SAT  genini  hedeflemesi  
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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_A11_04SEP2003_095 Opium poppy root cDNA library Papaver somniferum 

cDNA, mRNA sequence 

TGCGCGGCGAACGGCAAGCCCGATTACCTCTTCCGTCCCGTCCCATGTTTTCCTTTGGGAAACACCCGTT 

TGGTTCCTGTGTTGCCTACCTATCGAGAAGGTATCGATTTTGTCCCTCGCTTCTATTGCCTCTCGCCCGC 

TCTTGGGTGTCGCGAGATGGTACTCGACAAGGGTCTCGTGTTCCCATTGTTTGGTGATATTTATTATCCC 

GTTCTCATGGAGCACGAGATCTTTTTGTTCTCTTGGATGCCGATGATGCCATTGGGAGCTCGGAGTATTT 

TCCGATCCCCAGAAAAACGATTTTCCAAAATCGACTGCTATCTTCTCCCTCCTGTTGTACGGTGAAATCC 

CGACGACGGTCTGGGCCAGAAGATGGCGTCATTGAGGAATGCTACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATA 

TGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTGTAAGTATGAACTAATTCAGACTGTGAAACTGCGAATGGC 

TCATTAAATCAGTTATAGTTTGTTTGATGGTACTTGCTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAAT 

ACGTGCAACAAACCCCGACTTCTGGAAGGGATGCATTTATTAGATAAAAGGTCGACGCGGGCTTTGCCCG 

TTGCTCAGATGATTCATGATAACTTGACGGATCGCACGGCCTTTGTGCTGGCGACGCATCATTCAAATTT 

CTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/189449717?report=est
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/189449717?report=genbank
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Morfin sentezinde rol  alan gen: COR  

Bu geni  hedefleyen derinlemesine dizileme ile elde edilmiş olan miRNA için olgun dizileri :  

  

ID: t0047847 CAUUGCGAGAUUUUGUUGGA  

ID : t0055127 GAAGAGCAGGUGGAGCAAGAGC  

ID: t0072648 AGUAUACCGGAUGGAGUAUC 
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psRNA Target sonucu bu mi RNA’ların COR genini  hedeflemesi  

 

 

Bu miRNA’ların hedeflediği  diğer genler ve bu genlerin BLAST ve GO sonuçları aşağıdaki  tabloda gösterilmiştir. 

 

 

EK
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EK4 Derinlemesine Dizileme Sonucu Bulunan Yeni miRNA’ların Pre-miRNA Dizileri. 

Sarı işaretli bölgeler olgun miRNA sekansları 

miRNA  pre-miRNA sekansı 

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-miR11 GAGGUUGAUGGGAAUGUUGUUUGGCUCGAGGUUCAUAUAUCAAACUAUAUAUCAA

CUUUUUUGGAUAAAGAAAAAGGGUUGUUGUUUGAUUGUUAAAUAUAUAAUCUCGG

ACCAGGCUUCAUUCCCGUCAACCAA 

pso-miR13 GATTAATTTTCGAATCGCTGATTAATCGAAGACGATGAAATTTCCAGTTTTAATGGAG

GTTACAGTTGATGGAGGAGAAGAGAAGATGAAGAATAAGATGAAAAAAACTGATTTG

CTTTTTTCTGATTCATTAGGTTTTAAAAAAAATTGATTTGATTTTG 
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EK5: Tüm Haşhaş miRNA Mikroarray Sonuçları 

 

 

p< 0,01 olan bütün örneklerin karşılaştırmalı olarak analiz edildiği ANOVA sonuçları 

verilmiştir. 
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Şekil 1 Sinyal gücü 32 den büyük olan bütün miRNA’lar üzerinde yapılan klaster analizi. 

Haşhaş bitkisinde 4 farklı dokuya ait miRNA’ların mikroarray analizleri (p<0.01). Sağdaki 

şekil yakınlaştırılmış görüntü. 
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Şekil 2. Bütün miRNA’ların farklı doku örneklerinde ifade düzeyleri dağılımının klaster 

analizi. Bu  farklı dokulardaki miRNA ifade profilleri arasındaki benzerlikler verilmiştir 

 

Çizelge 1. Haşhaş bitkisi 4 farklı dokuda miRNA mikroarray sonuçları 

 

      Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 

      yaprak kapsül Gövde Kök 

No. Prob ismi p-value ortalama ortalama ortalama Ortalama 

194 aly-miR396a* 1.30E-07 59 508 313 5,816 

643 ghr-miR156c 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 aqc-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 vvi-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 2.77E-05 5,685 13,080 8,504 2,700 

1897 zma-miR172b* 3.34E-05 532 132 1,033 1,106 

356 aqc-miR535 3.44E-05 14,930 3,341 7,926 15,066 

1620 sbi-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 vvi-miR396b 4.95E-05 6,024 1,538 4,493 12,040 

38 aly-miR157a 5.22E-05 613 506 228 180 

1622 sbi-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-miR159e 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 sbi-miR396e 1.97E-04 3,543 622 3,069 10,364 

1771 vvi-miR3630* 2.01E-04 101 729 37 106 

1624 sbi-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 aqc-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 sbi-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 5,171 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 sbi-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-miR395o 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 vvi-miR319g 1.35E-03 28 50 749 204 

1440 ppt-miR166m 1.44E-03 1,217 191 415 246 

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-miR395c 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-miR159e 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 vvi-miR156h 7.64E-03 77 548 29 91 

715 gma-miR167g 1.23E-02 1,261 3,339 90 1 

490 bdi-miR171c 1.68E-02 591 372 177 1 

1025 osa-miR159e 1.86E-02 6,231 10,136 8,559 8,794 

628 csi-miR530b 1.97E-02 550 1 44 4 

50 aly-miR159b 2.20E-02 15,160 16,920 19,350 20,679 

1515 pta-miR1314 2.43E-02 0 924 0 0 

1024 osa-miR159d 2.53E-02 6,069 10,050 8,403 8,577 

52 aly-miR159c 3.07E-02 5,991 10,750 9,021 7,791 

1703 sof-miR159e 4.37E-02 168 512 279 150 
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Çizelge 2 Haşhaş bitkisinde 4 farklı dokuya ait miRNA’ların mikroarray analizleri 

(p<0.01). İstatistiksel olarak anlamlı fakat sinyal seviyeleri düşük olan miRNA’lar.  

      Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 

      yaprak kapsül gövde Kök 

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 sbi-miR395f 4.06E-06 87 77 96 6 

641 far-miR529 5.94E-06 452 17 45 85 

1694 smo-miR156c 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 vvi-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 



166 

 

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 aqc-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 vvi-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-miR395b 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 vvi-miR172a 9.37E-03 202 57 234 263 

1695 smo-miR156d 9.42E-03 25 31 20 2 

711 gma-miR156g 1.11E-02 101 92 40 0 
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1434 ppt-miR160b 1.34E-02 30 41 68 80 

606 csi-miR393 1.36E-02 65 49 18 5 

1207 osa-miR395a 1.37E-02 24 75 102 15 

1219 osa-miR396g 1.44E-02 78 16 79 113 

1586 ptc-miR474c 1.54E-02 3 117 68 20 

648 ghr-miR2950 1.69E-02 9 53 25 1 

713 gma-miR159c 1.73E-02 7 12 36 3 

813 gma-miR4403 1.89E-02 43 5 8 5 

521 cre-miR1148.1 1.96E-02 20 73 103 7 

11 ahy-miR3511-5p 2.41E-02 0 29 7 1 

1696 smo-miR171a 2.56E-02 271 68 57 21 

1072 osa-miR1858a 2.59E-02 17 14 49 7 

1898 zma-miR172c* 2.62E-02 240 34 233 353 

979 mtr-miR2679a 2.63E-02 1 0 58 0 

1710 tae-miR1121 2.66E-02 5 35 0 0 

603 csi-miR172b 2.66E-02 12 9 78 40 

1795 vvi-miR394a 2.83E-02 22 47 52 134 

1435 ppt-miR160c 2.87E-02 21 12 24 38 

1856 zma-miR166n* 2.89E-02 5 86 6 0 

1630 sbi-miR172f 2.93E-02 46 14 113 74 

982 mtr-miR395g 2.94E-02 50 71 76 8 

981 mtr-miR395b 3.00E-02 24 76 89 14 

109 aly-miR171a 3.06E-02 79 83 123 75 

1615 rco-miR172 3.11E-02 262 79 366 405 

187 aly-miR395d 3.26E-02 37 85 83 14 

1585 ptc-miR474b 3.29E-02 6 133 65 36 

1614 rco-miR171g 3.35E-02 104 74 136 76 

985 mtr-miR399d 3.40E-02 21 12 19 38 

870 mtr-miR171c 3.64E-02 245 100 51 7 

1420 ppt-miR1219d 3.74E-02 0 27 9 1 

181 aly-miR394a 3.81E-02 28 38 37 83 
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1341 ppt-miR1030j 3.83E-02 35 8 12 1 

719 gma-miR171a 4.68E-02 296 79 62 2 

858 mtr-miR166d 5.37E-02 43 9 51 14 

346 aqc-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 vvi-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 osa-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 90 

640 far-miR437 9.62E-02 0 69 2 2 

983 mtr-miR395h 9.72E-02 192 62 82 4 

 

 

 

Şekil 3. Üç farklı bitki dokusunun Kapsüllere ait miRNA profillerinin yaprakla 

karşılaştırılması p<0.01. 
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Çizelge 3 Kapsül ve yaprak arasındaki miRNA ifade profilleri farklılığı 

      Grup 1 Grup 2   

      yaprak kapsül 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 aqc-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 1.00E-02 1,261 10,187 3.01 

1606 ptc-miR530a 1.09E-02 989 48 -4.35 

1306 pab-miR395 1.09E-02 2,329 85 -4.77 

1524 pta-miR319 1.31E-02 194 1,245 2.68 

627 csi-miR530a 1.50E-02 4,973 45 -6.78 

1211 osa-miR395o 1.55E-02 760 13 -5.82 

1257 osa-miR530-5p 1.62E-02 4,973 36 -7.11 

1260 osa-miR535 1.62E-02 27,791 4,385 -2.66 

1628 sbi-miR172a 1.62E-02 757 380 -0.99 

1030 osa-miR164c 1.95E-02 5,897 14,519 1.30 

1622 sbi-miR164c 2.01E-02 5,712 13,513 1.24 

1032 osa-miR164e 2.14E-02 7,170 15,170 1.08 
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1315 peu-miR2911 2.21E-02 75,719 9,080 -3.06 

1930 zma-miR396a* 2.34E-02 118 1,156 3.29 

355 aqc-miR530 2.40E-02 335 12 -4.81 

129 aly-miR319a 2.58E-02 286 1,194 2.06 

1190 osa-miR2919 2.60E-02 455 2,175 2.26 

1613 rco-miR164d 2.83E-02 7,212 15,302 1.09 

1033 osa-miR166e 2.94E-02 2,551 907 -1.49 

637 far-miR164a 3.06E-02 1,874 14,942 3.00 

52 aly-miR159c 3.09E-02 5,219 9,248 0.83 

1031 osa-miR164d 3.23E-02 5,799 12,483 1.11 

71 aly-miR164c 3.37E-02 5,639 12,640 1.16 

68 aly-miR164a 3.38E-02 5,582 12,433 1.16 

628 csi-miR530b 3.47E-02 342 7 -5.57 

34 aly-miR156g 3.80E-02 1,373 4,744 1.79 

1522 pta-miR159c 3.96E-02 400 1,632 2.03 

116 aly-miR172c 4.08E-02 514 159 -1.69 

27 aly-miR156a 4.68E-02 1,453 4,852 1.74 

497 bna-miR156a 4.72E-02 1,327 4,256 1.68 

1621 sbi-miR159b 4.98E-02 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-miR159e 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 
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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 

 

Göreceli olarak miRNA’ların bir dokudaki ifade düzeyinin diğerindekine göre azalması (-) ile 

gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4. Üç farklı bitki dokusunun gövdeye ait miRNA profillerinin yaprakla 

karşılaştırılması p<0.01. 
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Çizelge 4 Gövde ve yaprak arasındaki miRNA ifade profilleri farklılığı 

      Grup 1 Grup 2   

      yaprak gövde Log2 (G2/G1) 

No. Prop ismi p-value ortalama ortalama   

1204 osa-miR319a 1.15E-04 55 790 3.86 

1209 osa-miR395c 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-miR395o 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 1.23E-02 8,287 2,066 -2.00 

113 aly-miR172a 1.29E-02 823 2,431 1.56 

356 aqc-miR535 1.72E-02 17,883 7,327 -1.29 

1306 pab-miR395 1.77E-02 2,329 109 -4.42 

81 aly-miR166g* 2.25E-02 2,679 439 -2.61 

595 crt-miR166b 2.78E-02 7,538 4,034 -0.90 

364 ath-miR172e 2.93E-02 588 1,688 1.52 

1606 ptc-miR530a 2.93E-02 989 58 -4.10 

129 aly-miR319a 3.14E-02 286 1,380 2.27 

1454 ppt-miR319c 4.11E-02 819 3,316 2.02 

27 aly-miR156a 4.23E-02 1,453 259 -2.49 

119 aly-miR172e 4.23E-02 1,251 3,473 1.47 

628 csi-miR530b 4.24E-02 342 26 -3.71 

497 bna-miR156a 4.50E-02 1,327 223 -2.57 

490 bdi-miR171c 4.56E-02 601 89 -2.75 

76 aly-miR166a 4.80E-02 5,446 3,055 -0.83 

34 aly-miR156g 4.87E-02 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 vvi-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 sbi-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 aqc-miR530 6.96E-02 335 31 -3.43 

1623 sbi-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 vvi-miR319g 9.06E-02 81 714 3.13 

48 aly-miR159a 9.15E-02 15,936 23,751 0.58 

1732 vvi-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 

 



174 

 

Göreceli olarak miRNA’ların bir dokudaki ifade düzeyinin diğerindekine göre azalması (-) 

ile gösterilmiştir. 

 

Şekil 5 Üç farklı bitki dokusunun gövdeye ait miRNA profillerinin kapsülle 

karşılaştırılması p<0.01. 

 

Çizelge 5 Gövde ve kapsül arasındaki miRNA ifade profilleri farklılığı 

      Grup 1 Grup 2   

      kapsül gövde Log2 (G2/G1) 

No. Reporter Name p-value Mean Mean   

356 aqc-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 1.16E-02 4,385 11,256 1.36 

116 aly-miR172c 1.17E-02 159 1,039 2.71 

839 hvu-miR1436 1.18E-02 2,459 362 -2.76 

461 ath-miR854a 1.58E-02 436 86 -2.34 

1846 zma-miR164h 1.59E-02 10,187 2,387 -2.09 
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1620 sbi-miR156e 1.73E-02 3,292 151 -4.44 

113 aly-miR172a 1.79E-02 563 2,431 2.11 

637 far-miR164a 1.83E-02 14,942 4,909 -1.61 

1629 sbi-miR172b 2.19E-02 197 1,020 2.37 

358 ata-miR172 2.22E-02 946 4,269 2.17 

1732 vvi-miR156e 2.25E-02 1,692 41 -5.36 

364 ath-miR172e 2.25E-02 362 1,688 2.22 

1547 ptc-miR156k 2.30E-02 1,917 83 -4.52 

119 aly-miR172e 2.35E-02 819 3,473 2.08 

1048 osa-miR172c 2.45E-02 154 1,006 2.70 

34 aly-miR156g 2.52E-02 4,744 258 -4.20 

1615 rco-miR172 2.53E-02 57 512 3.16 

497 bna-miR156a 2.74E-02 4,256 223 -4.25 

1755 vvi-miR319g 2.89E-02 107 714 2.74 

85 aly-miR167c 3.12E-02 2,973 66 -5.49 

1021 osa-miR156l 3.21E-02 2,356 94 -4.65 

1628 sbi-miR172a 3.42E-02 380 1,745 2.20 

627 csi-miR530a 3.72E-02 45 748 4.05 

715 gma-miR167g 3.97E-02 1,624 33 -5.63 

1190 osa-miR2919 4.13E-02 2,175 652 -1.74 

68 aly-miR164a 4.21E-02 12,433 5,792 -1.10 

342 aqc-miR167 4.22E-02 1,845 32 -5.85 

1257 osa-miR530-5p 4.23E-02 36 601 4.07 

71 aly-miR164c 4.35E-02 12,640 6,085 -1.05 

1031 osa-miR164d 4.44E-02 12,483 5,869 -1.09 

1622 sbi-miR164c 4.44E-02 13,513 6,771 -1.00 

604 csi-miR172c 4.45E-02 14 280 4.30 

81 aly-miR166g* 4.89E-02 2,095 439 -2.25 

1749 vvi-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 vvi-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 

 

Göreceli olarak miRNA’ların bir dokudaki ifade düzeyinin diğerindekine göre azalması (-) 

ile gösterilmiştir. 

 

Kök ve yaprak arasındaki miRNA profil farklılığı aşağıda verilmiştir. 
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Şekil 6 Üç farklı bitki dokusunun gövdeye ait miRNA profillerinin kapsülle 

karşılaştırılması p<0.01 (sapma gösteren örnekler analizde göz önünde bulundurulmuştur). 

 

Çizelge 6 Yaprak ve kök arasındaki miRNA ifade profilleri farklılığı 

      Grup 1 Grup 2   

      yaprak kök 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 2.31 

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 1.01E-02 5,035 109 -5.53 

1606 ptc-miR530a 1.04E-02 1,199 9 -7.04 

342 aqc-miR167 1.17E-02 1,195 10 -6.84 
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87 aly-miR167d 1.19E-02 4,288 96 -5.48 

5 ahy-miR167-5p 1.23E-02 5,102 110 -5.54 

132 aly-miR319c 1.30E-02 798 2,585 1.69 

1318 peu-miR2916 1.52E-02 191 1,226 2.68 

1026 osa-miR159f 1.59E-02 15,177 22,596 0.57 

1930 zma-miR396a* 1.61E-02 89 7,735 6.44 

1633 sbi-miR396e 1.63E-02 3,543 10,364 1.55 

82 aly-miR167a 1.63E-02 4,668 124 -5.24 

1315 peu-miR2911 1.69E-02 52,507 5,975 -3.14 

627 csi-miR530a 1.82E-02 4,169 53 -6.30 

629 csi-miR535 1.83E-02 8,683 4,892 -0.83 

1040 osa-miR168b 1.84E-02 2,174 582 -1.90 

636 far-miR159 1.87E-02 16,287 21,697 0.41 

1441 ppt-miR167 1.89E-02 4,043 70 -5.84 

859 mtr-miR168 1.89E-02 2,463 482 -2.35 

38 aly-miR157a 1.95E-02 613 180 -1.77 

85 aly-miR167c 2.01E-02 2,178 17 -7.02 

174 aly-miR390a* 2.15E-02 98 1,111 3.50 

113 aly-miR172a 2.18E-02 685 1,763 1.36 

1524 pta-miR319 2.20E-02 168 894 2.41 

1035 osa-miR166i 2.28E-02 1,360 139 -3.29 

1257 osa-miR530-5p 2.36E-02 3,932 54 -6.18 

1569 ptc-miR319e 2.56E-02 1,011 3,103 1.62 

839 hvu-miR1436 2.56E-02 121 515 2.09 

81 aly-miR166g* 2.70E-02 1,758 3,382 0.94 

89 aly-miR168a 2.76E-02 6,412 4,048 -0.66 

115 aly-miR172b* 2.81E-02 551 1,368 1.31 

1036 osa-miR166k 2.90E-02 3,552 1,114 -1.67 

1704 sof-miR168b 2.90E-02 980 182 -2.43 

73 aly-miR165a 3.01E-02 3,688 1,782 -1.05 

1454 ppt-miR319c 3.04E-02 553 2,252 2.03 
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1439 ppt-miR166j 3.08E-02 3,466 1,332 -1.38 

340 aqc-miR159 3.19E-02 162 495 1.61 

129 aly-miR319a 3.22E-02 210 1,197 2.51 

193 aly-miR396a 3.25E-02 952 4,518 2.25 

1737 vvi-miR167c 3.33E-02 3,107 28 -6.81 

1797 vvi-miR396a 3.44E-02 5,724 10,188 0.83 

497 bna-miR156a 3.48E-02 743 2,026 1.45 

643 ghr-miR156c 3.63E-02 335 689 1.04 

730 gma-miR390a-3p 3.64E-02 91 970 3.42 

1190 osa-miR2919 3.69E-02 228 825 1.86 

1551 ptc-miR166n 3.79E-02 4,739 2,992 -0.66 

1632 sbi-miR396d 4.03E-02 2,587 8,730 1.75 

362 ath-miR165a 4.08E-02 2,714 878 -1.63 

1209 osa-miR395c 4.08E-02 534 3 -7.34 

68 aly-miR164a 4.12E-02 5,171 2,493 -1.05 

42 aly-miR157d 4.28E-02 529 142 -1.90 

1032 osa-miR164e 4.47E-02 6,893 3,261 -1.08 

48 aly-miR159a 4.53E-02 16,167 22,726 0.49 

1306 pab-miR395 4.56E-02 1,693 22 -6.29 

1645 sly-miR319 4.59E-02 1,595 4,497 1.50 

1033 osa-miR166e 4.72E-02 2,766 971 -1.51 

1522 pta-miR159c 4.79E-02 251 803 1.68 

1846 zma-miR164h 4.86E-02 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 1.31 
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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 sbi-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 sbi-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-miR395o 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 sbi-miR172a 8.64E-02 611 1,349 1.14 

1629 sbi-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 sbi-miR166a 9.89E-02 5,726 3,231 -0.83 
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Şekil 7 Üç farklı bitki dokusunun köke ait miRNA profillerinin kapsülle karşılaştırılması 

p<0.01 (sapma gösteren örnekler analizde göz önünde bulundurulmuştur). 

 

Çizelge 7 Kapsül ve kök arasındaki miRNA ifade profilleri farklılığı 

      Grup 1 Grup 2   

      kapsül kök 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 vvi-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 aqc-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 vvi-miR396b 8.63E-03 1,538 12,040 2.97 

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 1.04E-02 13,080 2,700 -2.28 

1031 osa-miR164d 1.07E-02 10,598 2,701 -1.97 

87 aly-miR167d 1.20E-02 6,515 96 -6.08 

735 gma-miR396e 1.22E-02 3,424 20,337 2.57 

1026 osa-miR159f 1.26E-02 16,667 22,596 0.44 

1622 sbi-miR164c 1.27E-02 11,842 2,393 -2.31 

859 mtr-miR168 1.30E-02 1,544 482 -1.68 

1771 vvi-miR3630* 1.36E-02 729 106 -2.79 

116 aly-miR172c 1.42E-02 214 937 2.13 

184 aly-miR395b 1.51E-02 524 38 -3.78 

85 aly-miR167c 1.59E-02 5,179 17 -8.27 

1032 osa-miR164e 1.62E-02 13,898 3,261 -2.09 

1441 ppt-miR167 1.63E-02 7,335 70 -6.70 

643 ghr-miR156c 1.75E-02 4,045 689 -2.55 

1732 vvi-miR156e 1.86E-02 2,847 378 -2.91 

38 aly-miR157a 1.89E-02 506 180 -1.49 

356 aqc-miR535 2.13E-02 3,341 15,066 2.17 

1547 ptc-miR156k 2.31E-02 2,933 314 -3.22 

1548 ptc-miR159e 2.32E-02 672 167 -2.01 
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1613 rco-miR164d 2.34E-02 13,852 3,139 -2.14 

81 aly-miR166g* 2.40E-02 1,014 3,382 1.74 

636 far-miR159 2.52E-02 16,944 21,697 0.36 

1736 vvi-miR166a 2.55E-02 3,433 5,792 0.75 

364 ath-miR172e 2.55E-02 355 1,126 1.66 

839 hvu-miR1436 2.60E-02 1,932 515 -1.91 

68 aly-miR164a 2.65E-02 10,345 2,493 -2.05 

1633 sbi-miR396e 2.75E-02 622 10,364 4.06 

1846 zma-miR164h 2.81E-02 8,177 230 -5.15 

1040 osa-miR168b 2.94E-02 1,428 582 -1.29 

1737 vvi-miR167c 3.04E-02 5,033 28 -7.51 

1930 zma-miR396a* 3.06E-02 697 7,735 3.47 

173 aly-miR390a 3.12E-02 78 588 2.91 

1204 osa-miR319a 3.31E-02 243 581 1.26 

115 aly-miR172b* 3.32E-02 136 1,368 3.33 

1546 ptc-miR1450 3.37E-02 1,920 4,939 1.36 

119 aly-miR172e 3.43E-02 689 2,083 1.60 

728 gma-miR319a 3.57E-02 2,653 1,695 -0.65 

71 aly-miR164c 3.74E-02 10,567 2,536 -2.06 

358 ata-miR172 3.89E-02 800 2,795 1.80 

497 bna-miR156a 4.18E-02 4,990 2,026 -1.30 

1190 osa-miR2919 4.27E-02 2,177 825 -1.40 

1021 osa-miR156l 4.53E-02 3,341 1,129 -1.57 

461 ath-miR854a 4.55E-02 504 70 -2.84 

1826 zma-miR159e 4.63E-02 14,038 24,363 0.80 

1568 ptc-miR172i 4.64E-02 90 549 2.61 

1632 sbi-miR396d 4.74E-02 343 8,730 4.67 

1522 pta-miR159c 4.94E-02 2,199 803 -1.45 

1048 osa-miR172c 4.99E-02 207 801 1.95 

1551 ptc-miR166n 5.03E-02 2,194 2,992 0.45 

1629 sbi-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 sbi-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 sbi-miR172a 6.84E-02 354 1,349 1.93 

730 gma-miR390a-3p 6.97E-02 373 970 1.38 

1621 sbi-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 aqc-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-miR166g 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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Şekil 8 Üç farklı bitki dokusunun köke ait miRNA profillerinin gövde karşılaştırılması 

p<0.01 (sapma gösteren örnekler analizde göz önünde bulundurulmuştur). 

 

Çizelge 8 Gövde ve kök arasındaki miRNA ifade profilleri farklılığı 

      Grup 1 Grup 2   

      gövde kök Log2 (G2/G1) 

No. Prop ismi p-value ortalama ortalama   

194 aly-miR396a* 4.09E-03 313 5,816 4.22 

1797 vvi-miR396a 5.88E-03 3,424 10,188 1.57 

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 1.21E-02 4,184 2,992 -0.48 

81 aly-miR166g* 1.30E-02 544 3,382 2.64 

637 far-miR164a 1.32E-02 6,537 477 -3.78 

643 ghr-miR156c 1.41E-02 97 689 2.83 

1260 osa-miR535 1.42E-02 10,541 20,910 0.99 

87 aly-miR167d 1.60E-02 501 96 -2.38 



186 

 

1031 osa-miR164d 1.65E-02 6,402 2,701 -1.25 

1021 osa-miR156l 1.70E-02 107 1,129 3.40 

1622 sbi-miR164c 1.75E-02 7,197 2,393 -1.59 

1033 osa-miR166e 1.76E-02 2,329 971 -1.26 

1315 peu-miR2911 1.78E-02 36,139 5,975 -2.60 

1930 zma-miR396a* 2.13E-02 470 7,735 4.04 

1030 osa-miR164c 2.26E-02 8,504 2,700 -1.66 

82 aly-miR167a 2.30E-02 684 124 -2.47 

1755 vvi-miR319g 2.41E-02 749 204 -1.87 

735 gma-miR396e 2.58E-02 8,163 20,337 1.32 

1040 osa-miR168b 2.61E-02 2,320 582 -1.99 

1032 osa-miR164e 2.61E-02 9,753 3,261 -1.58 

1034 osa-miR166g 2.71E-02 5,466 3,999 -0.45 

5 ahy-miR167-5p 2.74E-02 671 110 -2.61 

1039 osa-miR167d 2.97E-02 610 109 -2.48 

174 aly-miR390a* 3.01E-02 199 1,111 2.48 

627 csi-miR530a 3.06E-02 871 53 -4.04 

1613 rco-miR164d 3.06E-02 9,351 3,139 -1.57 

1036 osa-miR166k 3.19E-02 2,319 1,114 -1.06 

362 ath-miR165a 3.59E-02 2,315 878 -1.40 

497 bna-miR156a 3.75E-02 226 2,026 3.17 

1257 osa-miR530-5p 3.83E-02 722 54 -3.73 

1037 osa-miR166m 4.07E-02 5,043 3,754 -0.43 

1846 zma-miR164h 4.09E-02 3,361 230 -3.87 

34 aly-miR156g 4.09E-02 281 2,238 2.99 

1620 sbi-miR156e 4.19E-02 173 1,463 3.08 

193 aly-miR396a 4.21E-02 777 4,518 2.54 

27 aly-miR156a 4.40E-02 273 2,295 3.07 

73 aly-miR165a 4.57E-02 4,132 1,782 -1.21 

730 gma-miR390a-3p 4.58E-02 202 970 2.26 

1798 vvi-miR396b 4.59E-02 4,493 12,040 1.42 
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629 csi-miR535 4.77E-02 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 -1.11 

487 bdi-miR156 6.58E-02 784 2,690 1.78 

1623 sbi-miR166a 6.67E-02 4,197 3,231 -0.38 

1546 ptc-miR1450 6.70E-02 1,589 4,939 1.64 

356 aqc-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 sbi-miR396d 8.30E-02 2,135 8,730 2.03 

1633 sbi-miR396e 8.49E-02 3,069 10,364 1.76 

71 aly-miR164c 8.69E-02 6,303 2,536 -1.31 

1624 sbi-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 
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EK6: Tüm Haşhaş miRNA’larının Biyoenformatik Olarak Bulunan Hedef Genleri 

 

pso-

miRNA 

Adı. 

Hedef 

gen ID 

Hedef genin adı 

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 |  IQD7 | 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, RS2Z32, 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 |   | PhotosyGövde II 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 |  AGC1.5 | 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 DnaJ-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-MİR414 | PSO-MİR414 (MICRORNA 414) | chr1:25137111-25137915 REVERSE LENGTH=624 

pso-miR5658 AT1G67195.1 |  PSO-MİR414 | PSO-MİR414 (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 nuclei1 | chr1:25151270-25156323 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 | chr1:23274676-23277017 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 |  ATCSLD5, CSLD5, 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/WD40 repeat-like superfamily protein | chr3:2170355-2175686 REVERSE LENGTH=3956 

pso-miR855 AT1G79500.5 |  AtkdsA1 | 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, HflX | 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 II (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 |  IQD27 | IQ-domain 27 | chr1:19310355-19311683 FORWARD LENGTH=1056 

pso-miR2634 AT2G20510.1 |  ATTIM44-1, 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 | chr1:23274676-23277017 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/WD40 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, ATTRB1 | 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 |  SDE5 | 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 

 

 



197 

 

EK7: qRT-PCR’da Ölçülen miRNA ve Genlere Ait Ct Değerleri ve Standart Sapma 

Değerleri 

  miRNA 

miRNA Adı  Ct 

Değerleri 

STDEV 

Pso-miR2 Kapsül 31,56 0 

31,17 

31,83 

 Gövde 19,32 0 

19,71 

19,23 

 Yaprak 18,6 0,31 

18,78 

18,82 

 Kök 21,73 0,063 

21,49 

21,6 

Pso-miR3 Kapsül 27,62 0,004 

27,22 

28,06 

 Gövde 29,61 0,01 

29,41 

28,7 

 Yaprak 31,34 0,01 

31,88 

30,14 

 Kök 30,06 0,004 

30,49 

29,89 

Pso-miR5 Kapsül 40,13 1 

39,9 

40,06 

 Gövde 36,77 1,62 
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0 

36,87 

 Yaprak 38,05 1,06 

38,64 

38,53 

 Kök 37,02 1 

37,36 

37,01 

Pso-miR7 Kapsül 25,17 0,004 

24,51 

24,26 

 Gövde 24,32 0,01 

25,27 

25,71 

 Yaprak 31,24 0,0018 

31,35 

31 

 Kök 27,27 0,01 

0 

26,54 

Pso-miR11 Kapsül 28,16 0 

29,14 

28,01 

 Gövde 30,8 0 

30,06 

29,85 

 Yaprak 27,81 0,002 

29,47 

28,55 

 Kök 26 0 

26,84 
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27,96 

Pso-miR159 Kapsül 33,94 0,0014 

33,3 

33,42 

 Gövde 27,61 0,0018 

27,62 

27,58 

 Yaprak 31,91 0,01 

31,93 

31,86 

 Kök 40 0,01 

40 

40 

Pso-miR395 Kapsül 34,59 0,0014 

34,58 

35,72 

 Gövde 38,56 0,01 

38,44 

0 

 Yaprak 35,93 0,0018 

36,54 

37,28 

 Kök 33,93 0,01 

33,83 

33,67 

Pso-miR164 Kapsül 31,31 0,0018 

31,56 

30,6 

 Gövde 29,88 0,0014 

29,66 

29,82 

 Yaprak 30,35 0,0001 

30,92 

0 

 Kök 35,56 0,0001 

35,29 

0 



200 

 

Pso-miR13 Kapsül 29,96 0,01 

29,79 

29,88 

 Gövde 29,21 0,01 

29,01 

29,16 

 Yaprak 29,62 0,002 

29,57 

0 

 Kök 34,3 0,01 

33,93 

0 

T0000199 Kapsül 23,09 0,0014 

23,03 

0 

 Gövde 21,6 0,01 

21,32 

21,57 

 Yaprak 20,7 0,0018 

20,57 

20,67 

 Kök 25,29 0,01 

0 

25,27 

T0013376 Kapsül 37,75 0,0014 

38,04 

0 

 Gövde 34,96 0,0018 

34,58 

0 

 Yaprak 40 0 
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40 

0 

 Kök 39,14 0 

41,09 

0 

T0047847 Kapsül 33,85 0,0014 

33,32 

0 

 Gövde 38,25 0,01 

38,49 

0 

 Yaprak 40 0,0018 

40 

0 

 Kök 39,31 0,01 

38,28 

0 

 

  Hedef gen 

Hedef Gen 

Adı 

 Ct 

Değerleri 

STD

EV 

F-box/Kelch-

repeat protein 

Kapsül 21,85 0,07 

22,04 

22,58 

 Gövde 26,65 0,002 

27,27 

27,36 

 Yaprak 34,06 0,01 

34,04 

34,17 

 Kök 30,69 0,004 

32,93 

32,27 
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retroelement 

pol 

polyprotein 

Kapsül 0 0,01 

27,79 

28,94 

 Gövde 30,59 0,01 

31,2 

30,49 

 Yaprak 28,73 0,01 

28,54 

29,07 

 Kök 28,86 0,007 

28,18 

27,97 

RSY3 Kapsül 21,04 0,004 

21,82 

21,95 

 Gövde 26,06 0,004 

26,06 

25,29 

 Yaprak 32,65 0,01 

32,03 

31,92 

 Kök 27,62 0,004 

28,67 

29,49 

auxin 

response 

factor 

Kapsül 25,72 0,007 

24,08 

24,41 

 Gövde 28,46 0 

29,15 

29,93 

 Yaprak 0 0 
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33,47 

33,53 

 Kök 0 0 

33,2 

33,03 

Leucine-rich 

repeat protein 

kinase 

Kapsül 28,16 0,07 

29,14 

28,01 

 Gövde 30,8 0,07 

30,06 

29,85 

 Yaprak 27,81 0 

29,47 

28,55 

 Kök 26 0,012 

26,84 

27,96 

ATHB-15 Kapsül 27,62 0 

26,96 

27,5 

 Gövde 34,85 0 

35,28 

33,7 

 Yaprak 22,13 0,001

4 
22,53 

23,25 

 Kök 27,68 0,001

8 
27,54 

27,68 

7-OMT Kapsül 29,86 0,07 

30,12 
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30,72 

 Gövde 24,19 0,07 

24,01 

23,68 

 Yaprak 25,24 0,01 

25,32 

25,09 

 Kök 27,67 0,012 

28,46 

28,56 

MYB101 Kapsül 18,29 0,01 

18,54 

18,82 

 Gövde 25,6 0,001

4 
25,77 

25,77 

 Yaprak 33,56 0,001

4 
33,42 

33,71 

 Kök 0 0,01 

32,51 

31,87 

APS4 Kapsül 26,12 0,2 

25,47 

26,32 

 Gövde 34,78 0,018 

34,68 

34,62 

 Yaprak 22,58 0,001

4 
23,01 

23,16 
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 Kök 25,74 0,04 

27,16 

26,78 

NAC1 Kapsül 27,41 0,004 

27,51 

27,68 

 Gövde 35,77 0,001

4 
34,15 

35,66 

 Yaprak 22,98 0,001

8 
23,07 

23,2 

 Kök 27,97 0,01 

28,12 

27,76 

LOX Kapsül 31,38 0,004 

31,19 

0 

 Gövde 33,1 0,001

4 
31,51 

0 

 Yaprak 30,47 0,001

8 
0 

0 

 Kök 29,43 0,000

01 
32,18 

0 

SAT Kapsül 17.72 0,001

8 

17.37 

17.77 
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 Gövde 18.13 0,01 

18.71 

19.04 

 Yaprak 27.94 0,001

8 

24.82 

26.99 

 Kök 18.14 0,01 

20.55 

20.11 

COR Kapsül 26.62 0,001

4 

27.24 

26.43 

 Gövde 27.16 0,001 

27.87 

28.93 

 Yaprak 30.81 0,001 

30.87 

30.07 

 Kök 24.69 0,001

8 

22.92 

25.71 

TYDC Kapsül 23.77 0,001

4 

22.96 

22.02 

 Gövde 22.96 0,01 
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23.34 

24.06 

 Yaprak 31.43 0,001

8 

28.26 

29.88 

 Kök 22.95 0,01 

26.94 

26.10 

18S rRNA Kapsül 23,77 0,001

4 22,96 

22,02 

 Gövde 22,35 0,01 

22,14 

22,18 

 Yaprak 23,2 0,001

8 22,45 

22,79 

 Kök 21,89 0,01 

22,97 

22,22 
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EK8: 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 

mir5-1 gsF 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 

Mir7-1 gsR CCAGACTCTGCAGGACCGCT 

Mir7-2 gsR       GGGGGCCTCGGTTTCCAACC 

Mir 7-3 gsF ACTCTTCGGATCACCATCTCCGT 

Mir7-3 gsNR TGATGCCTCGGGTTGAAACTCGA 
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Mir7-3 gsR    CGGTTGACCGAACAACACGAACTG 

Mir7-4 gsF TGACAATGGGAACAACACCATGCA 

Mir7-4 gsNR TGTTTGCGGTATCCGTTGAGCCTT 

Mir7-4 gsR AAACTCCCTTCCCGCAACGCC 

pso-miR11 

Mir11-1 gsF GGCGAGTATGCCCTGCACCA 

Mir11-1 

gsNR 

GCAGCTAACCCAGCCGGTCC 

Mir11-1 gsR GTCCGAGCGCTCATACACGGT 

Mir11-2gsF GGTGCATTGGTTTTGGGGGCG 

Mir11-2 gsR TCGTCAGCACATTCCTCGGGAAC 

Mir11-3 gsF ACAGCCGCAAGAGAGGCAACA 

Mir11-3 

gsNR 

TGTTGCCTCTCTTGCGGCTGT  

Mir11-3 gs R CTGCGGGAGACCTACCCGCT 

pso-miR156 

Mir156-1 gsF TCGGATCCCCTGGCCCAACC 

Mir156-1 gsR GCCGAAAGTTTGGCATTTAACGGG 

Mir156-2gsF CCTCCAACCCGTAGCTCACCG 

Mir156-2 gsR        ATGCAGAGCGGTCGGGCCTT 

Mir156-3 gsF CACTCCCGTGGCCGAACCAC 

MİR156-3 gsR TCCATCGGATGATGCAACCCGA 

Mir156-4 gsF CACTGGCTGTGCGGAGAGCG 

Mir156-4 gsNR TCCAAACCCACCCTCACCGA 

Mir156-4 gsR AGCCAGCCACTCCTTGTGACCT 

pso-miR157 

Mir157-1 gsF TCCCCTGGCCCAACCACATGT 

Mir157-1 gsR GGCATTTAACGGGATCTAGGACGAG 

Mir157-2 gsF TAGCTCACCGGTCTGCGGCT 

Mir157-2 gsR TATGCAGAGCGGTCGGGCCT 

Mir157-3  gsF CACTCCCGTGGCCGAACCAC 

Mir157-3 gsR TCCATCGGATGATGCAACCCGA 
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Mir157-4 gsF CACCACCTGCACCTAGCCAGC 

Mir157-4 gsNR TGTCCTTGAATACCCAAGGCGGGT 

Mir157-4 gsR CTCACCCATTGCCGTGCCACT 

Mir157-5 gsF CCTCCTCGTCGTCAGTCCCTCATT 

mir157-5 gsR CTGCGGAAGACGGACAGCCTC 

Mir157-7  gsF CCTGGCAAGACCAATTCTGCTGG 

MİR157-7 gsNR ACCAGTGTAATTCCTCTGTTGCTCG 

Mir157-7 gsR GCAGGCTTGTCTTGTCCTTCTGC 

pso-miR167 

mir167-1 gsF CGCCTCCGCTCCATCGCAAA 

mir167-1 gs NR GGTCGGGTGGACTGCAACGG 

mir167-1 gs R CCGGACCACCGACTACTGCAC 

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 gs NR ACCCCTCGGGGAAACTCGGC 

Mir535-2 gsR ACCGTTCGACTCTGCCCATTCG 
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