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OZET
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DIZILEMESI iLE YENI VE KORUNMUS MIRNA TAYINi VE HEDEF
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Zeytin bitkisi Akdeniz havzasina 6zgii ve iklimin tipik bitkilerinden birisi olup, saglik,
gida, kozmetik gibi alanlarda yiiksek ekonomik degeri olan ve iilkemizin de 6nemli
miktarda yetistiriciligini Ustlendigi bir agactir. mikroRNAlar 18-22 niikleotid
uzunlugunda, protein kodlamayan ancak gen ifadesi diizenlenmesinde post-
transkripsiyonel olarak rol oynayan tek zincirli RNA dizileridir ve stres dayanikliligi,
gelisim gibi siireglerde miRNAlarin islevleri bilinmektedir. Bu ¢alismada yabani zeytin
bitkisinin yaprak ve pedisel dokularinin Temmuz ve Kasim aylarinda alinan
orneklerinin RNAlar1 izole edilerek yiiksek verimli dizileme teknolojisiyle elde edilen
okumalar lizerinden ve kiiclik RNA kiitiiphanesi kullanilarak yeni ve korunmus miRNA
tespiti biyoinformatik olarak yapilmis, katlanma yapilar1 RNAfold ile belirlenmistir.
Analizler sonucu toplamda 20 korunmus, 23 yeni miRNA bulunmustur. Hedef
mRNAlarin gen ontolojisi Blast2GO ile yapilmis, miRNAlar ve hedefleri es zamanh
PCR deneyi yapilmis ve 7 6rnekten 5 miRNA/hedef arasindaki iliski dogrulanmistir.
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IDENTIFICATION OF NOVEL AND CONSERVED MIRNAS AND THEIR
TARGETS IN WILD OLIVE (Olea europaea L. subs. oleaster) VIA HIGH
THROUGHPUT RNA SEQUENCING
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Olive is a tree that is specific to Mediterranean basin and one of the typical plants of the
climate and has high values on fields like health, food, cosmetics and our country bears
the production in significant amounts. microRNAs are 18-22 nucleotide long non-
coding, single-stranded RNA sequences that regulates gene expression on post-
transcriptional level and are known to be involved in various biological processes such
as stress tolerance and development. In this study samples were taken on July and
November from wild olive tree's pedicel and leaf tissues and their RNA extracted to
identify conserved and novel miRNAs bioinformatically on the RNA sequence and
small RNA deep-seq and novel and conserved miRNAs were obtained via
bioinformatics. As a result 20 conserved and 23 novel miRNAs were detected. Gene
ontologies of target mRNAs were done via Blast2GO and the expression levels of
miRNAs and their target genes were quantified by qRT-PCR. 5 out of 7 miRNA/target

gene relationship were verified.
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1. KURAMSAL TEMELLER
1.1. mikroRNA (miRNA)

1.1.1. miRNA'ya Giris

mikroRNAlar (miRNA) 20-25 niikleotid uzunlugunda, gen ifadesini transkripsiyon
sonrast seviyede diizenleyen, proteine kodlanmayan RNA dizileridir(Kong and Han
2005; Chiou et al. 2006). ilk kez 2001 yilinda Caenorhabditis elegans iizerinde
kesfedilmig(Lee and Ambros 2001), ve 2002 yilinda Science dergisinde yilin ¢igir agan
bulusu olarak se¢ilmistir(Kennedy 2002). MiRNAlar ¢ift zincirli sap-ilmik yapisinda
onciil olarak RNA polimeraz II enzimi tarafindan sentezlenir ve bu diziler pri-miRNA
adin1 alir(Lee et al. 2004). Cift zincir yapisindaki miRNA rehber dizisi argonaute
proteini (AGO) ile etkilesimdedir ve bdylece hedef geni keserek veya transkripsiyonunu
engelleyerek inhibe ederken komplementer dizi miRNA* (tasinan dizi) ¢ogunlukla
parcalanir(Valencia-Sanchez et al. 2006). 2002 yilinda ilk bitki miRNAlari
tanimlanmaya basladigindan beri(Reinhart et al. 2002), derin dizileme veya genetik
yaklasimlarla binlerce yeni miRNA tanimlandi(Kozomara and Griffiths-Jones 2013).
miRNAlar kok biiylime baslangici, yaprak gelisimi, damar biiylimesi, faz gegisleri ve
tohum gelisimi gibi birgok biiylime evresini diizenlemede rol alirlar(Mallory and
Vaucheret 2006). Bunlara ilaveten miRNAlar kuraklik, tuzluluk, soguk, oksidatif stres,
besin eksikligi, parazitler gibi ¢ok cesitli stres kosullarina degisken cevapler verdikleri
bilinmektedir(Mallory and Vaucheret 2006; Sunkar et al. 2012). miRNA biyogenezi ve
fonksiyonunun genel hatlar1 Arabidopsis thaliana iizerinde tanimlanmistir (Figiir 1).
Arabidopsis'te miRNA/miRNA* c¢ift zincirli yapisini niikleusta sentezlenen birincil
miRNA'dan (pri-miRNA) dicer-benzeri enzim (DCL1; RNAz III smifi bir enzim)
tarafindan kesilir(Fang and Spector 2007). Daha sonra kiiciik RNA metiltransferaz hua
enhancer (HENI) enzimi miRNA/miRNA* ¢ift zincir yapisinin 3' ucuna metil
ekleyerek kararli hale getirir(Yu et al. 2005). miRNAlar niikleustan sitoplazmaya,
exportin 5'in bir homologu olan hasty (HST) proteini yardimiyla tasiilir(Vaucheret et
al. 2004). Arabidopsis’te ve piringte miRNAlarin en 6nemli efektorii gen ifadesini hedef
mRNAlar1 keserek veya translasyonu engelleyerek baskilayan ve endoniikleaz faaliyeti

olan AGOIl1'dir (Vaucheret et al. 2004; Baumberger and Baulcombe 2005). Yakin



zamanda yapilan ¢esitli ¢aligmalarda, bitki gelisim siireci ve fizyolojisinde miRNA

seviyelerinin ve aktivitelerinin sikica kontrol edildigine yonelik kanitlar mevcuttur.

1.1.2. miRNA biyogenezinin diizenlenmesi

Gliniimiize kadar miRNA biyogenezinde rol alan bir¢ok transkripsiyon faktorii ve
yardimci etkenler tanimlanmistir. Caligmalara gére miRNA yogunlugu; transkripsiyon,

stabilite ve pri-miRNA siire¢lerinde kontrol ediliyor.

MicroRNA biogenesis
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Sekil 1.1 miRNA Biyogenezi Gérsel Ozeti (Voinnet 2009)

Korunmus mikroRNAlarin (miRNA) prosesi ve kararli hale gelmesindeki molekiiler
yolak. Bitki pri-miRNAlar1 ¢cogunlukla RNApolimeraz II (Pol II) tarafindan protein
kodlayan genlerin arasinda kalan bolgeden transkribe olurlar. RNA’ya baglanan protein

olan DAWDLE (DDL) biiyiik ihtimalle pri-miRNAlart stabilize ederek pre-miRNA



yapisit adi verilen “sap-ilmik™ haline gegislerine yardimci olurlar. D-body ad1 verilen ve
bu siiregten sorumlu olan kompleks C2H2-¢inko parmak proteini SERRATE (SE), cift
zincirli RNAya baglanan protein HYPONASTIC LEAVESI (HYLI) ve Dicer-likel
(DCLI) proteinine ilaveten Niikleer Cap baglanma proteini olan CBC’yi igerir. Pre-
miRNAlar ve olgun miRNAlar DCLI1 araciligiyla iiretilir ve bitki exportin 5 ortologu
olan HASTY ve diger —heniiz- bilinmeyen faktorler araciligiyla sitoplazmaya salinir.
Olgun miRNA dupleksleri pre-miRNA ilmik yapisindan kesilerek HEN1 araciligiyla
metillenir ve bdylece kiiciik RNA parcalayict miikleaz (SDN) enziminden korunur.
Rehber miRNA dizisi daha sonra AGO proteinlerile isbirligi igersinde susturma

tepkimelerini gergeklestirirler.

1.1.2.1. miRNA kodlayan genlerin (MIR) transkripsiyonel diizenlenmesi

miRNAlar MIR ad1 verilen endojen genler tarafindan kodlanir ve bu genlerden bircogu
degisik bitki tiirleri arasinda korunmuslardir(Nozawa et al. 2012; Coruh et al. 2014).
Simdiye kadar binlerce MIR tanimlanmistir (http://www.mirbase.org/) (Kozomara and
Griffiths-Jones 2013). MIRler ¢cogunlukla genler arasi bdlgede yer alirlar ve protein
kodlayan genler gibi transkripsiyona maruz kalirlar(Xie et al. 2005).Bazi MIRler
bagimsiz transkripsiyon iiniteleri degildir. Bunun yerine host genlerinin intronik veya
exonik dizilerine gdmiilii olarak bulunabilirler(Yang et al. 2012). Ayrica, Arabidopsis ve
piringte  transpoze  elementlerden  (TE)  dretilen  birkagc miRNA da
mevcuttur(Piriyapongsa and Jordan 2008).

Bitki MIRlerinin biiyiik ¢ogunlugu DNA'ya bagimli RNA polimeraz II tarafindan pri-
miRNA yapisina transkribe olurlar(Borchert et al. 2006). pri-miRNAlar stabilize etmek
igmek icin transkripsiyon sonrasinda 5' ucuna 7-metilguanozin baslig1r ve 3' ucuna
poliadenillenmis kuyruk eklenir(Katoh et al. 2009).Yapilan bir ¢alismada Pol II'nin C-
terminal domainlerini diizenleyen siklin-bagimli kinaz F'i (CDKF) geni eksik olan
mutant bireyde pri-miRNAlar balsiklarin1 kaybettiler ve sayica azaldilar, bu da
bagliklarin pri-miRNA stabilizasyonunu sagladigin1 gosteriyor(Hajheidari et al. 2012).
Protein etkenler de pri-miRNA stabilizasyonuna katkida bulunurlar. Catal-bagl asosiye
domain (FHA)-iceren protein olan Dawdle (DDL), pri-miRNA birikimi igin
gereklidir(Yu et al. 2008). Ancak, DDL; MIR transkripsiyonunu etkilememektedir.


http://www.mirbase.org/

DDL'in pri-miRNAlara baglanmasinin sebebi, pri-miRNA stabilitesini saglamakta
olabilir (Figiir 1)(Mallory et al. 2008).

Protein kodlayan genler gibi MIR promotorlari da TATA box ve 21 cis-diizenleyici
motifler igerir, yani MIR ifadesi transkripsiyonel diizenlenmeye maruz kalmaktadir(Cui
et al. 2009). Bu durum bazi miR transkripsiyon faktorlerinin kimliklendirilmesi ve
karakterizasyonu sonu ortaya cikmistir(Figiir 1). Cok alt iiniteli korunmus genel
transkripsiyon ko-aktivatérii mediyatoriin - eksikligi durumunda Pol 1I, MIR
promotorlarina daha az baglanarak pri-miRNA ve miRNA seviyesinde diismeye sebep
olmaktadir(Kim et al. 2011). NOT2b; Pol II C-terminal domaini ile etkilesimdedir ve
etkili bir MIR transkripsiyonu i¢in gereklidir(Wang et al. 2013). NOT2a ve NOT2b
ayrica protein kodlayan genlerin de transkripsiyon seviyesini etkiledigi i¢in NOT2'nin
genel bir transkripsiyon faktorii olma olasiligr yiiksektir(Wang et al. 2013). Hiicre
boliinme siklusu 5 (CDCS5) proteini hayvan ve bitkilerde korunmug bir DNA baglanma
proteinidir(Zhang et al. 2013). CDC5 hem MIR promotorlariyla hem de Pol 1I ile
etkilesimdedir(Kim et al. 2011). Boylelikle CDC5 MIRlerin pozitif transkripsiyon
faktoriidiir(Zhang et al. 2013). Ancak CDC5'in protein kodlayan genlerin de

transkripsiyon faktorii olup olmadigi kesin degildir.

1.1.2.2. DCL1 aktivitesinin diizenlenmesi

Transkripsiyondna sonra pri-miRNAlar, niikleusta DCL1 araciliiyla sap-ilmik yapisi
halindeki pre-miRNAlara doniisiir. DCL1’e ilaveten homologu olan DCL4 de bazi pri-
miRNAlarin doniisiimiinde rol almaktadir(Gasciolli et al. 2005). Piringte bazi 24
niikleotidlik miRNAlarin {retimi igin DCL1 ve DCL3’lin koordine c¢alismasi
gerekmektedir(Liu et al. 2007). Bu duruma bakarak miRNA biyogenezinin farkli bitki

tiirlerinde ¢esitlilige sebep olabilecegi sdylenebilir.

Bitki pri-miRNA ilmikleri boy uzunluklarinca ve miRNA/miRNA* pozisyonlar
acisindan cesitlilik gostermekteler. DCL1 aktivitesinin diizenlenmesi agisindan pri-
miRNA’nin yapisi ¢ok onemlidir(Kurihara and Watanabe 2004). Pri-miRNAlarin ilk
kesim yeri olan miRNA/miRNA* dupleksinin alt kolunun yaklasik 15 niikleotidlik
kisminin kismen eslesmesi etkili bir siirecin baslangicidir(Werner et al. 2010). Bir

calismada DCLI1’in bazi1 pri-miRNAlar1 yapisal c¢esitliligi sonucu ¢oklu dal



olusturmasindan o6tiirii iki yonden isledigi ortaya ¢ikmistir(Zhu et al. 2013). Bunlar
hesaba katinca pri-miRNAlarin ikincil yapilarinin miRNA olgunlagmasi i¢in ¢ok 6nemli

oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

Etkili ve kesin pri-miRNA prosesi bir ¢ok protein faktoriiniin de yardimiyla gerceklesir
(Figiir 1). Cinko parmak proteini Serrate (SE), ¢ift zincirli RNA’ya baglanan hyponastic
leavesI(HYL1) ve G-patch domain tough (TGH) hep birlikte DCLI ile etkilesime
girerler ve miRNA birikimi i¢in gereklidirler(Vazquez et al. 2004). In vitro bir
biyokimyasal ¢alisma sonucuna gore HYL1 ve SE pri-miRNA prosesinin etkinligini ve
kesinligini arttirmaktadir(Dong et al. 2008). Bu sonuglarla uyumlu olarak 4y// mutant
bitkide pri-miRNAlarin parcalanmamis tirlinlerine ve DCL1’in helikaz ve RNAse III
domainlerinde mutasyonlar tespit edilmistir ki bu kisimlar kesilecek kismin secilmesi ve
DCL1’in katalitik aktivite kisimlaridir(Dong et al. 2008). HYL1 ¢ift zincirli-RNA’ya
baglanan bir proteindir. N-terminal kismi iki RNA baglanma domaini igerirken, C-
terminal kism1 28 aminoasitin alt1 tekrarini igerir. miRNA biyogenezinde iki tane RNA-
baglanma bolgesi HYL1’in ¢alismasi i¢in yeterlidir(Han et al. 2004). SE, N-terminal
aracilifiyla tek zincirli-RNAlara baglanir(Yang et al. 2006). SE’nin ¢inko parmak
domaini DCL1 ile etkilesime girer ve optimal bir DCLI1 aktivitesi i¢in gereklidir. Bu
iskele benzeri yap1 ve RNA-baglanma kapasitesi ile SE bir pre-miRNA’y1 miRNA
proses kompleksindeki DCL1’in katalitik bolgesine tasiyabilmektedir(Machida et al.
2011).

1.1.2.3. microRNA’nin stabilizasyonu ve sitoplazmaya tasinmasi

DCLI1, SE ve HYL1’e ilaveten Hua Enhancer (HEN1) de miRNA olgunlagsmasinda
onemli yere sahiptir HENI1’deki mutasyonlarin sonucu miRNAlarin 3’-ucunda
uridilasyonu ve dolayisiyla daha az miRNAbirikimi ve fonksiyonel eksiklik tespit
edilmistir(Park et al. 2002; Vazquez et al. 2004; Vilkaitis et al. 2010).HENI
metiltransferaz domaini igerir ve miRNA/miRNA* dupleksini in vitro olarak
metilleyebilir(Saito et al. 2007). Endojen miRNAlarin 3’-ucu 2’hidroksil grubunun
yabani bitkilerde metillendigi ancak henl mutasyonuna maruz birakilan bitkide ise

metillenmedigi ortaya cikti(Yu et al. 2005).

DCL1-araciligiyla kesilme ve HENI metillemesi sonrasi miRNAlar niikleus disina



cikarak sitoplazmaya sizarlar. Bu taginma islemi Hasty (HST) adi verilen importin 8
ailesinin bir iiyesi olan niikleo-sitoplazmik tasiyici protein tarafindan saglanir(Vaucheret
et al. 2004). Benzer bir mekanizma hayvanlarda HST ortologu olan Exportin-5 ile
yapilir(Bollman et al. 2003). Ast mutant bitkilerdeki miRNA birikimi tamamen
engellenmediyse de Onemli oranda diismiistiir(Bollman et al. 2003), yani HST’nin
miRNA ihracinda 6nemli bir yeri olmasina karsin diger bilesenler veya yolaklar da

yerini alabilir.

1.1.2.4. AGO proteinleri

miRNAlar esas olarak, hedef RNAy1 kesen ve/veya translasyonu engelleyen AGO
efektor proteinleri yoluyla islev goriirler(Valencia-Sanchez et al. 2006). AGO dort ana
domain igerir; N-terminal domain, PAZ domain, MID domain ve PIWI domain(Peters
and Meister 2007). Bunlarin arasinda, PAZ domaini miRNAlarin 3’ uglarina baglanr,
MID domain ise miRNAnin 5’ fosfatiyla etkilesimde bulunur(Hutvagner and Simard
2008). PIWI domaini RNAse H’inkine benzer bir yap1 gelistirmistir ve miRNAlarin
onuncu ve onbirinci nukleotidlerine zit bir pozisyondaki hedefi kesmek i¢in slicer
olarak rol oynar(Parker et al. 2005). Fakat, bitkiler ve hayvanlardaki bazi AGOlarda
katalitik merkezdeki bazi anahtar aminoasitler mutasyona ugradig: i¢in, biitiin AGOlar
endonuclease aktivitesine sahip degildir(Hutvagner and Simard 2008). Arabidopsis 10
cesit AGO’yu kodlar(Vaucheret 2008). Bunlarin herbiri farkli bir alttip kiiciik RNAya
baglanir ve farkli gorevleri vardir(Mi et al. 2008). Bu kismen kii¢iik RNAlarin 5’
niikleotidi tarafindan belirlenir. Mesela, AGO1; 5’ ucunda Urasil olan miRNAlari tercih
eder(Mi et al. 2008). Ek olarak, AGOlar, fonksiyonel ayriliklarina c¢esitlilik katki
saglayabilen mekana 6zel expresyon sekilleri sergilerler(Mallory and Vaucheret 2010).
Arabidopsis’te, AGO miRNAlar i¢in baslica efektor proteindir, AGO7 ve AGOI0,
sirasiyla, 6zellikle miR390 ve miR165/166’ya baglanirlar(Hutvagner and Simard 2008).

AGOT1’in seviyeleri ve aktivitesi, onun dogru islevinden emin olmak igin
diizenlenir. AGO1 miR168in bir hedefidir(Vaucheret 2009). Dolayisiyla, AGOlin

kendisi geribildirim regiilasyonun bir pargasidir.

Bir F-box proteini olan FBW2nin asir1 ekspresyonu AGO1 protein seviyesini

diigiiriir, ama transkriptleri degil. Bunun aksine, fbw2 mutasyonu AGO1 protein



seviyelerini artirir, bu FBW2’nin AGO1’in negatif regiilatorii oldugunu gosterir(Earley
et al. 2010). AGOI, AGO1-miRNA birlesmesi bozuldugu zaman, otofaji yolagi
vasitasityla da degrade edilebilir(Gibbings et al. 2012). AGOlden gelen miRNAlar1
ayirmak onlarm fonksiyonlarini diizenleyebilir. Ornegin, AGO10, AGO1-miR165/166
compleksinin olusumunu engellemek icin govde apikal meristemde miR165/166’ya
baglanir, bu da miR165/166nin fonksiyonunu sinirlar ve meristemin diizgiin gelisimini

garantiye alir(Zhu et al. 2011).

1.1.2.5. miRNA aracihigiyla hedef kesimi

Bitki miRNAlar1 substatlarin1 tanimak igin yiliksek benzerlige ihtiya¢ duyarlar ancak
tam eslesme olmast zorunlu degildir(Rhoades et al. 2002; Carrington and Ambros
2003). Arabidopsis lizerinde yapilan bir ¢alismaya gore miRNA’nin dizi benzerliginin
yant sira dizi icerigi ve ifade seviyesi de hedef tanimlamaya yonelik katkida
bulundugunu gostermistir(Li et al. 2014). AGO proteini araciligyla hedef kesimi 5’
RNA karsisindaki 3’ ucunda hidroksil grubu bagli bir parca ve 3> RNA parcasi
birakir(Cheloufi et al. 2010).

miRNA araciligiyla yapilan hedef mRNA kesimlerini diizenleyen ayr1 bir mekanizma
olarak endojen miRNA olmayan ancak miRNA’ya benzeyen mimik RNAlar
gosterilebilir. Arabidopsis’te kodlanmayan IPS1 isimli miR399’1a es dizi igeren ancak
kesim bolgesi igermeyen bir RNA dizisi vardir. IPS1 AGO1’e miR399 gibi baglanabilir
ancak kesilmedigi icin AGOT1’1 tutsak alir ve sonug olarak hedef mRNA olan PHO2’nin

birikimine sebep olur(Franco-Zorrilla et al. 2007).

1.1.3. Bitki microRNA hedeflerinin tespiti

Bitki miRNAlarinin hedeflerinin tespitini zorlastiran kisim yanlis tahminleri
dogrularindan ayirt edebilmekteki zorluk olmustur. Bu zorlugu asmak i¢in ilk ipucu
miR 171’1 genoma haritalayinca geldi. Bu miRNA Arabidopsis genomunda dort bolgeye
karsilik geliyordu. Bunlardan birisi protein kodlayan genlerin arasinda yer aliyordu ve
Ongoriilen sap-ilmik yapisin1 gosteriyordu. Ancak diger iigli SCL adi verilen proteinin
antisens’iydi ve sap-ilmik yapisindan yoksundular. Bu sonu¢ da genler arasindaki

lokuslarin  karsilik gelen SCL mRNAlarmi kesmek i¢in bir miRNA iirettigini



distindiirdii(Llave et al. 2002; Reinhart et al. 2002).

Tiim diger Arabidopsis miRNAlar1 tam olarak mRNA hedefiyle eslesmese de tamamina
yakini eslesecek sekilde karsilik gelmektedir. Genom capinda miRNA hedeflerinin
taramasinda miRNA’ya karsilik gelen bosluksuz,0-3 niikleotid kagakla, antisens mRNA
hizalanmalar1 bulunmustur. Karsilik gelen kisminin az veya ¢ok olmasi biiyiik ihtimalle

sans eseridir(Rhoades et al. 2002).

miRNAlar mRNA stabilizasyonunu etkilediklerinden o6tiiri mRNA veya miRNA
ekspresyon arrayleri genom capinda miRNA seviyeleri ve hedeflerini bulmak i¢in
kullanilabilir. Ornegin; miR319’un fazla sentezlendigi bir ekspresyon arrayinde bes
farkli TCP transkripsiyon faktoriiniin kontrol grubuna goére az ifade oldugu
gozlemlendi(Schommer et al. 2008). Bu tarz bir deney laboratuvarimizca 2014 yilinda
yapilmis olup birisi tuz stresine dayanikli digeri hassas olan iki farkli bugday ailesinin
tuz stresi sonucu miRNA ekspresyonlarinin seviyesi 0l¢iilmiis ve anlamli seviyede
degisim gosteren miRNAlarin stresle iligkileri konusunda ©On ¢alisma olarak

kaydedilmistir(Eren et al. 2015).

1.1.4. Yeni miRNAlarin tahmini

Biglisayar temelli yeni miRNA bulma yontemleri MIR gen kimliklendirmesi etrafinda
yogunlastyor. miRNA tahmini i¢in ¢esitli yontemler uygulanmis ve gelistirilmistir.
Geleneksel metot; boylarina gore pargalara ayrilmig RNAlarin klonlanmasi ve Sanger
sekanslama ile dizilemek ve deneysel dogrulamaktir. Ancak bu siire¢ cok zaman harcar
ve miRNA olmayan RNAlarin parcalanmasi sonucu yanlis pozitif sonug verebilir ve
diisiik seviyedeki ekspresyonlar1 tespit edemez(Carrington and Ambros 2003). Diger
denenen Northern blotlama, mikroarray ve in situ hibrisizasyon gibi yontemler ise ayni
sekilde ¢ok zaman alan yontemlerdi. Yeni nesil dizileme(NGS) teknolojisindeki
gelismeler deney masraflarini 6nemli miktarda diisiirerek az yogunluktaki miRNAlarin
tespitine de olanak saglamistir. Ayrica bilinen miRNAlar i¢in daha giivenilir ve nicel bir
tekniktir. Buna ilaveten yeni miRNAlart NGS verisinden tespit etmek icin 0Ozel
algoritmalar kullanarak bilgisayar lizerinde ¢esitli hesaplamalar yapmak gerekmektedir.
Yiiksek c¢iktili platformlardan miRNA dogrulamak i¢in ¢esitli programlar
gelistirilmistir(Friedlander et al. 2008).



miRNA’y1 bilgisayar iizerinde tespit etmek i¢in kullanilan karakterlerinden en
onemlileri; tilirler arasinda yiiksek dizi benzerligi, sap ilmik yapisina uygun katlanma ve
minimal katlanma serbest enerjisi (MFE) gibi degerlerdir(Bonnet et al. 2004; Wang et
al. 2005; Zhang et al. 2006a). RNAfold ve Mfold gibi programlar ikincil yapiy1 ve MFE
degerlerini hesaplayarak miRNA tespitine olanak saglayan, sikilikla kullanilan
yazilimlardir(Hofacker 2003; Zuker 2003). Ancak bu yazilimlar daha ¢ok bulunan

dizinin miRNA olup olmadigini kontrol i¢in kullanilir.

Yeni miRNA bulmak i¢in gelistirilen bir ¢cok yazilim igersinde miRDeep* yazilimi
kiigiik RNA dizileme sonuglarindan miRNA ¢iktis1 bulmak igin gelistirilmis, Java
kodlamasini kullanan ve yapisinda gesitli alt programlarin1 barindiran bir uygulamadir.
miRDeep*; FastQ, sekans hiza haritas1 (SAM), binary hiza haritas1 (BAM) gibi ham
veriyi girdi olarak kabul eder. Cikt1 olarak bilinen ve yeni miRNAlarin ekspresyon
seviyelerini okumadaki sayilarina gore hesaplayarak vermesine ilaveten haritaladigi
genom tiizerindeki yerin pre-miRNA sap-ilmik katlanma yapisini verir. Ayr1 bir gorselde
pre-miRNA’nin genom iizerindeki konumunu gosterir. Ayrica TargetsScan algoritmasini

kullanarak potansiyel hedef genlerini de siralar(An et al. 2013).

1.2. Zeytin (Olea europaea L.)

Dikotiledonlardan olan Oleaceae ailesi, 30 takim yaprak doken aga¢ ve zeytin agacini
ve akrabalarini da i¢ine alan yaklasik 600 tiirii igerir(Cronquist 1981). Olea tiirli ismini
Yunanca “elaia” veya Latince “oleum” kokiinden almistir ve diinya ¢apinda yaklagik 80
farkli isimle bilinir ve Olea europaea L.’nin de iginde bulundugu 30 farkli tiirii
barindirir. Olea europaea Akdeniz havzasmin tipik bitkisidir ve genellikle sahil
kesiminde bulunmakla beraber giineydoga Avrupa, kuzey Iran, Hazar Denizi giineyi,
bati Asya ve kuzey Afrika dolaylarinda yetisebilmektedir(Ryan and Robards 1998;
Kaniewski et al. 2012). Zeytin iiretiminde en iistlerdeki iilkeler sirasiyla, ispanya, italya,

Yunanistan, Tunus, Suriye ve Tiirkiye’dir. (TUIK 2013)

Asirt act tadindan dolayr zeytin bitkisi ilk haliyle tiiketilemedigi i¢in, salamura
yapilarak veya yagi ¢ikarilarak faydalanilmaktadir. Zeytin yag1 piyasasi tiim zeytin
enddistrisinin %90’lik kismini kapsar ve ¢ok 6nemli bir market payma sahiptir(Vossen

2007)



Tiirkiye Istatistik Kurumu 2013 Zeytin ve Zeytinyagi Raporuna gére iilkemiz zeytin
agaci varlig1 yaklasik 158 milyon adet olup, son 10 yilin zeytinyag: iiretimi ortalamasi
yillik yaklasik 149 bin ton ve sofralik zeytin iiretim ortalamasi ise 453 bin tondur.
(TUIK 2014)

Zeytin yeryiiziinde yetistirilen en eski agaclardan birisidir(Foxhall 2007). Bilinen en
eski zeytin yagi iiretimine dair kalintilar ise 6500 yil &ncesinin bugiinkii Israil

topraklarinda kalan Haifa sehrinde bulunmustur(Galili et al. 1997).

Zeytin bitkisi igeriginde ¢ok ¢esitli biyokimyasallar barindirir. Bunlardan 6ne ¢ikanlar
flavonoidler, fenolik bilesikler, sekoiridoidler ve sekoiridoid glikozitleri, triterpenler,
biyofenoller, benzoik asit tlirevleri ve sekerlerdir(Gariboldi et al. 1986; Le Tutour and

Guedon 1992; Ryan et al. 2002).

Zeytin yag1 hem geleneksel hem de modern tipta 6nemli bir yere sahiptir. Laksatif
ozelliginden dolay1 icilerek veya agik yaralara siiriilerek enflamasyonu engelleme
ozelliginden uzun siiredir faydalanmismistir(Al-Khalil 1995; Hashmi et al. 2015). Antik
Yunanistan’da  zeytin yapragt kaynatilarak yiiksek tansiyona ila¢ olarak
kullamgsmigtir(Lawrendiadis 1961). Geleneksel yontemlere ilaveten zeytin yaginin
antidiyabetik(Jemai et al. 2009), anti kanser(Owen et al. 2000),antimikrobiyal(Capasso
et al. 1995), antioksidan(Baldioli et al. 1996), anti hipertansif(Ferrara et al. 2000), anti
enflamatuar(Bogani et al. 2007) etkileri olduguna yonelik bir¢ok yayin ve arastirma

mevcuttur.

Literatiirdeki ve zeytinin ve zeytinyagiin insan saghigna katkilarin1 dogrulayan
calismalar dikkate alindiginda, yapilan farmakolojik arastirmalarin  biiyiik
cogunlugunun zeytinin farkli kesimlerinin ham ekstrakti {izerinde yogunlastigi, ancak
cok nadir caligmalarin izole edilen ve zeytine 6zgili olan oleueopein, maslinik asit,

olenolik asit gibi saf bilesiklerin etkilerini arastirdig1 gortiliir(Hashmi et al. 2015).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Pre-miRNA Data Setleri Olusturma

Calismanin basladig1 tarihte giincel halleriyle miRBase versiyon 21 (Kozomara and
Griftiths-Jones 2013) ve PMRD (Plant microRNA Database)(Zhang et al. 2010) Ocak
2015 tizerinden pre-miRNA dizileri indirilerek tek bir fasta dosyasinda birlestirildi.

Bunlara ilaveten yeni ve zeytine 6zgii miRNA data seti i¢in daha dnce okumasi Pekin
Genom Enstitiisii (BGI)’dan hizmet alimi olarak saglanmis Olea europaea cv. Ayvalik
bitkisinin kii¢iik RNA deep-seq(Yanik et al. 2013) sonuglar1 kullanildi. Temmuz yaprak,
Temmuz pedisel, Kasim yaprak ve Kasim pedisel orneklerinin adaptorleri kesilmig
okumalart miRDeep* yazilimi aracilifiyla zeytin genom survey sekansina (GSS)
haritalandi(An et al. 2013). Bu haritalama islemi i¢in ilk énce miRDeep* yaziliminin alt
paketi olan ve Bowtie algoritmasina(Langmead 2010) goére genomu indeksleyen
“build bwt index” yazilimi ile GSS formatlandi. Daha sonra Linux tabanli isletim
sistemi lizerinde miRDeep* yaziliminda minimum skor “0” ve minimum okuma sayisi
“10” olarak ayarlandi. Program kiiciik RNA okumalarini yabani zeytin genomuna
haritalad1 ve ¢ikt1 olarak pre-miRNA dizilerini ve kiiclik RNA ekspresyon seviyelerini

verdi.

Dort kiitiiphanenin analizi sonucu miRDeep* yazilimimin verdigi pre-miRNA dizileri
toplanarak tek bir fasta dosyasinda birlestirildi. Birlesik halinde birden fazla kopya
barindiran diziler fastX collapser isimli umuma agik lisansli komut satir1 kullanilarak

silindi  (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Daha sonra veritabanlarindan alinan

fasta dosyasi ile birlestirilerek tiim veri setleri tek bir dosyada toplandi ve premirna.fa

olarak isimlendirildi.

2.2. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonunda ambion firmasina ait trizol reaktifi kullanilmistir ve (Hummon et

al. 2007) protokoliine gore su sekilde yapilmistir:

Her bir 6rnek i¢in 1ml % 75 konsantrasyonda etanol ¢6zeltisi, 0,5 ml saf isopropilalkol
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¢ozeltisi, 0.2 ml kloroform kullamlacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanarak -20°C'de
muhafaza edildi. 2ml'lik ependorf tiiplere 1ml trizol reaktifi eklendi ve Orneklere ait
dokulardan yaklasik 100 mg alinarak havanda sivi azot kullanilarak toz haline getirildi.
Toz numuneler hizlica trizol reaktifi bulunan tiiplere eklenip vortexlenerek iyice
karigmasi saglandi. Bu tiipler oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Daha sonra tiiplerin
tizerine 0.2 ml chloroform eklendi. Tiipler nazikge ters-diiz yapilarak karistirild: ve 5 dk
oda sicakliginda bekletildi. Ardindan 15 dk 4°C'de 15.000 rpm'de santrifiij edilerek ve
siipernatant faz yeni 2 ml'lik ependorf tiiplere alindi. Uzerine 0,5 ml isopropilalkol
eklenip, yumusakca karistirilarak 10 dk oda sicakiliginda bekletildi. Daha sonra 15.000
rpm'de 10 dakika 4°C'de santrifiij edilerek siipernatanttan kurtulundu. Bu asamada dipte
coken RNA goriilebiliyordu. Dipte ¢okmiis olan RNA ya Iml % 75 konsantrasyonda
etanol eklenerek bir kez yikama islemi uygulandi. Tiipler 5 dakika 4°C'de 8000 rpm'de
santrifiij edildi ve hemen ardindan etanol uzaklastirildi. Tiiplerde etanol kalintist
kalmamasi i¢in 10 dakika agzi acik ve ters konumda bekletilerek etanoliin ugmasi
saglandi. Tiipler kuruduktan sonra olugan RNA peletinin durumuna goére yaklasik 40-50
ml steril su eklenerek RNAlarin ¢dziilmesi saglandi. Tiipler 1s1 blogunda 57°C'de 2-3 dk
bekletilerek RNA’nin daha 1yi ¢0zlinmesi saglandi. Nanodrop 2000C model
spektrofotometre cihazi (Thermoscientific) ile RN A konsantrasyonlar1 belirlendi. %2'lik

agaroz jel lizerinde yiirtitiilerek RNAlarin biitlinliigii kontrol edildi.

2.3. Transkriptom Okumalari

Temmuz yaprak (TY), Temmuz pedisel (TP), Kasim yaprak (KY) ve Kasim pedisel
(KP) olmak iizere dort ayr1 RNA kiitliphanesinin Illumina Hi-Seq cihazinda okumalari
BGI (Beijing Genome Institiute) tarafindan yapildi. Elde edilen okumalar Trinity
yazilimi (Grabherr et al. 2011) ile birlestirilerek, birlestirilmis dosyalarTYb.fa, TPb.fa,
KYDb.fa, KPb.fa, olarak isimlendirildi.

2.4. BLAST ve RNAfold Araciligiyla Biyoinformatik Analizler

NCBI Blast 2.2.28(Johnson et al. 2008) iizerinde pre-miRNA data setlerini igeren fasta
dosyast premirna.fa veritaban1 olarak tanimlandi. Linux terminal iizerinde

gerceklestirilen bu islemde
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$ makeblastdb —in premirna.fa —dbtype nucl
komutu kullanildi.

TYb.fa, TPb.fa, KYDb.fa, KPb.fa kiitiiphaneleri bu veritaban1 baz alinarak hizalandi. Bu
islemi yapmak i¢in Linux terminal iizerinde “query” kismi degisken olmakla beraber su

komut satir1 uygulandi:
$ blastn —db premirna.fa —query TYb.fa —outfmt 6 —out TY premirna.xlsx

Cikan sonuclar arasindan 65 niikleotidden kisa sonug¢ verenler ve ayni diziye denk
gelenler manuel olarak silindi ve geriye kalan diziler katlanma yapisi ve MFE
(Minimum Free Energy) degerlerini tespit etmek iizere yeni bir fasta dosyasinda
toplandi. Bu dosyalarin isimleri iste sirasiyla TY katlanma.fa, TP katlanma.fa,
KY katlanma.fa, KP katlanma.fa olarak verildi. Dizilerin MFE degeri ve katlanma
yapilari iki boyutlu goriintiileri RNAfold(Hofacker 2003) yazilimi ile tayin edildi. Linux
terminal iizerinde uygulanan bu islem i¢in girdi kismi1 degisken olmakla beraber su

komut satirindan faydalanildi:
$ RNAfold <TY katlanma.fa >TY MFE.txt —

-C alt komutu katlanma yapilarinin siki olarak yapildigi algoritmadir, yanlis pozitif
sonuclar1 azaltmak i¢in bu alt komut tercih edildi. Bu komut satir1 uygulandiktan sonra
program aldig fasta dosyasinin i¢indeki tiim pre-miRNA dizilerinin MFE degerlerini
hesaplayarak cikti olarak tanimladigimiz .txt uzantili dosyada verir. Buna ilavete .ps

uzatisiyla tiim dizilerin iki boyutlu katlanma yapilarinin tahminini verir.

Ikinci bir eleme islemi yine manuel olarak gergeklestirildi ve uygun katlanma yapisini

gostermeyen diziler silindi. Geriye kalan dizilerin MFEI (MFE index) degerleri:
Dzt gz 100
MFEl= —/——— (1.1)
GC yogunlugu
formiiliine gore hesaplandi(Bonnet et al. 2004). MFEI degeri 0,66'dan kiiciik olanlar
ticlincii bir eleme ile silindi ve geriye kalan diziler pre-miRNA dizisi olarak kabul

edildi.
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2.5. miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi ve Gen Ontolojisi

Son eleme islemi sonucu kalan pre-miRNAlarin korunmus miRNAlarin olgun dizileri
internet  veritabanlarindan, yeni miRNAlarinkiler ise miRDeep* yaziliminin
sonuglarindan temin edilerek her RNA kiitiiphanesinin ayr1 ayr1 olgun dizilerinin fasta
dosyalar1 olusturuldu. miRNAlar dizi benzerli§ine dayanan tanima mantigiyla
mRNAlar1 hedefleyerek keserler. Bu mantikla hazirlanmis
http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/ web tabanli yazilimi, olgun miRNA dizilerini
temel alarak, karsilik gelen birlestirilmis RNA okumasi tlizerinde hedef gen aramasi
yaptt ve miRNAlarin potansiyel olarak hedefledigi genler bir fasta dosyasinda
toplandi(Dai and Zhao 2011). Bu diziler Blast2GO-pro yazilimi araciligiyla NCBI
veritabani ilizerinde hizalandi, haritalandi, gen ontolojileri ve bazilarinin enzim yolaklari

belirlendi(Conesa et al. 2005).

2.6. miRNA Dizilerinin qRT-PCR ile Dogrulanmasi

Biyoinformatik  caligmalar sonrasi sec¢ilen miRNA’larin stem-loop reverse
transkripsiyon analizi (Kantar et al. 2010) 'de belirtildigi gibi yapildi. Bunun ig¢in
yaprak ve pedisel kiitliphanelerinden transkriptomda kullanilan ayn1 RNAlar kullanildi.
Se¢ilen miRNAlarin olgun dizilerinin 3’ uglarindan itibaren 6 niikleotid stem-loop
reverse transkripsiyon primer dizisinin
(GTTGGVTCTTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC) sonuna
eklendi. Kontrol olarak miR168 mikroRNAs:1 kullanildi.(Ferdous et al. 2015) 1 pg
RNA; 0.5pL 10 mM dNTP, 1uL stem-loop RT primer ile karistirillarak tizerine 13.65
ul’ye tamamlayacak sekilde niiklaz-icermeyen distile su eklendi ve karisim
hibridizasyon igin 65 °C’de 5 dakika ve buz igersinde 2 dakika bekletildi. Daha sonra 4
uL First Strand buffer (5X), 2 pL 0,1 M dithiothreitol (DTT), 0.1 uL RNAseOUT (40
tinite/uL) ve SuperScript III (200 {inite/uL) eklendi. Reverse transkripsiyon reaksiyonu
30 dakika 16°C’yi takip eden 60 dongiiliik 30 saniye 30°C, 30 saniye 42°C ve 1 saniye
50°C olacak sekilde ve son olarak 5 dakika 85°C’ye ayarlandi. Reverse transkripsiyon
tirtinleri SYBR Gren I Master Kit (Roche, Almanya) kullanilarak LightCycler 480 II
Real-Time PCR cihaz ile yiikseltgenerek ifade dl¢timleri yapildi. Karigima 10 uL 2X
Master mix, 0.1 uL (100 pmol) miRNA dizisine 6zel ileri primer, 0.1 pL (100 pmol)
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tiniversal geri primer, 7.8 pL niiklaz-igermeyen distile su ve taslak dizi olarak 2.0 uL RT
tirtinii konuldu. gRT-PCR sartlar1 5 dakika 95 °C, 50 dongii boyunca 10 saniye 95 °C,
20 saniye 55 °C olarak tanimlandi ve erime egrisi de 5 saniye 95 °C, 1 dakikaya 55
°C’ye ayarlanarak 30 saniye 40 °C’de sogutuldu. Her ornek i¢in 3 teknik tekrar

-AcT
97

hazirlanarak bagil katsay1 degisimi 1 olarak hesaplandi.

2.7. Hedef mRNAlarin qRT-PCR ile Dogrulanmasi

Sec¢ilen miRNAlarin belirlenen potansiyel hedef dizilerinin ifade seviyelerini 6lgmek
icin yaprak ve pedisel dokularindan izole edilen RNA 6rnekleri kullanildi. CDNA ilk
dizisi oligo(dT) primer kullanilarak 20 pL reaksiyon karisimi ile M-MuLV reverse
transkriptaz (Thermo Scientific, ABD) kiti ile {ireticinin prosediirii takip edilerek
hazirlandi. Hedef genlerin primerleri primer3 yazilimi v4.0

(http://bioinfo.ut.ee/primer3) araciligiyla belirlendi. 2 pL c¢DNA taslak olarak

kullanilarak 0.1 pL hedefe 6zel primerler, SYBR Gren I Master kit ile karistirilarak
LightCycler 480 II Real Time PCR sistemi (Roche, Almanya) araciligiyla ytikseltgendi.
Kontrol olarak zeytin 18S rRNA geni kullanild1 ve teknik tripliketler hazirlanarak ifade
seviyeleri dlgiildii. qRT-PCR sartlar1 5 dakika 95 °C, 50 dongii boyunca 10 saniye 95
°C, 20 saniye 55 °C olarak tanimland1 ve erime egrisi de 5 saniye 95 °C, 1 dakikaya 55
°C’ye ayarlanarak 30 saniye 40 °C’de sogutuldu. Her ornek i¢in 3 teknik tekrar

hazirlanarak bagil katsay1 degisimi 1,9 " olarak hesapland.
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3. BULGULAR

Tablo 3.1. Temmuz Yaprak Sonuglari

miRNA Adi | MFEI [ RPKM | Olgun miRNA Hedef Aciklama g;‘:f,‘:/l
Squamosa Promoter-
. TGACAGAA- 2 . .
miR156 0.844 3.06 GAGAGTGAGCAC ?éndlng Like Protein | 1.26
GGGTAAAGGAGGTGACAGAAGAGAGTGAGCACACATGGTGTTTTCTTGTATGA-
pre-miRNA TATTCTCCATGCTTGAAGCTATGGGTGCTCACCCTCTTTCTGTCACCCCACCACTCT-
CTCTCTCTCTC
TAACTTGAGAA- NCBI'da bulunmayan
Novel_06 0.847 1.64 GAACCGTCGGG dizi 1.81
re-miRNA CCGAACCATACCCGTCGGTTCTTGATTCAAATACCCGTTCGGGTATTTA-
P ACTTGAGAAGAACCGTCGGGTTCGGTTCT
Chloroplastic- pentat-
TGTGGTATTGGT- : .
Novel_02 0.661 0.91 TTCGGCTCAT rlcope_zp_tlde repeat | 0.95
containing
re-mMiRNA ACAAGAGTGATATTGATTCGGCTCATTTTTGCAGAAGCTGCATGATTAT-
P GAGCCGAAACCAATACCACACCATGTGTGT
inactive Leucine rich
ITTTTCAGATTTTTTGGG- .
Novel_07 1.342 1.96 CGACT repea_t receptor-like | 3.55
protein
re-mMiRNA TTGCCTTAAAAGTCGCCCAAAAAATCTGAAAATCTGGGCAGATTTTCAGA-
P ATTTTTGGGCAAATTTTAAGGCAATTT
. TTCCA- Growth-regulating
miR396 0.757 1.23 CAGCTTTCTTGAACTT factor 1-like protein 119
re-mMiRNA ATGCTTTTCCACAGCTTTCTTGAACTTCTACTGCTGTTTTTTCATTTCAAAA-
P ACATAAGAGGTTCAAGAAAGCTGTGGGAGAACATAGAAATTTAGGGCTTCT
GAAAAGTTT- Translational Initia-
Novel_08 0.683 | 2.45 GGTTCGGTTCGGTT tion Factor 3.83
re-mMiRNA TAGGGGCGGGCGCGGGTCGGTTCGGTTCGGTTCTCTTTAGAACCGA-
P ACCGAACCAAACTTTTCGGGTATCTA
TCTGAATTGAGA- Metal-nicotinamide
Novel 03 0.9 311 ACCGACGGGTA transporter 34.06
re-MiRNA AACCGAACCGTACCCGTCGGTTCTCAATTCAGATACCCGTTCGGGTATTTA-
P ATTTGACAAGAACCGTCGGGTTCGGATCGGT
Squamosa Promoter-
. AGAAGAGAGAGAG- o . .
miR529 0.698 4.96 CACAACCC ?éndlng Like Protein | 1.26
re-miRNA GATGACAGAAGACGAAAGAGCACACTCCCACCATAAACAAAGACCCTTTT-
P GCCGATGCCGGGTTGTGCTCTCTCTCTTCTGTCAACAAATTTCTC
TGGAAT- CCA tRNA Nucleo-
Novel_01 0.765 | 2449 | GGAGTTCTGCGGAAGG | tidyl transferase 2 | =72
pre-miRNA ATGAAGTTATTGGAATGGAGTTCTGCGGAAGGAAGGAATTTCCT-

CCTGTTTCTTTCCGAGTCCTCCCATTCCAACAATT
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Tablo 3.2. Temmuz Pedisel Sonugclari

miRNA Adi MFEI | RPKM | Olgun miRNA Hedef Agiklama :g‘lﬁ‘:ﬂ
. TCGGAC- . . .
mMiR166 0.896 73.52 CAGGCTTCATTCCTC Leucine zipper protein | -
re-miRNA GTGTTTGAGGGGGATGTTGGCTGGCTCGAAGCAATCACAGTTTGCTGTTA-
P ACAGTGAGAATGTGAAGGCATCGGACCAGGCTTCATTCCTCTCAAA
Predicted: Peroxisomal
Novel_04 0803 | 4.94 GGTGGGCGTGGGT- (S)-2-hydroxy-acid- | 4.1
CGGTTCGGTT
oxydase GLO4
re-miRNA TTAGAGGTGGACGTGGGTCGGTTCGGTTCGGTTCTAAAGAGAACCGAACCGAAC-
P CAAAATTTTCGGGTATCTAGTAAA
TTTGAATTGAGA- NCBl'da bulunmayan
Novel_10 0.8 7.17 ACCGACGGGTA dizi 0.554
re-miRNA AACTGAACTGTACCCGTCGGTTATCAATTCAGATACTCGTTCGGGTATTTAATTT-
P GACAAGAACCGTCGGGTTCGGTTCAG
TGGAATGGAGTTCTGCG- CCA tRNA Nucleo-
Novel 01 0.765 5.52 GAAGG tidyl transferase 2 3.192
re-miRNA ATGAAGTTATTGGAATGGAGTTCTGCGGAAGGAAGGAATTTCCT-
P CCTGTTTCTTTCCGAGTCCTCCCATTCCAACAATT
AACAGAGGCCGGGTTGT- NCBI'da bulunmayan
Novel 05 0.755 0.81 TACACA dizi 0.444
re-miRNA ACGGCTTGAGAACAGAGGCCGCGTTGTTACACAAAAATGTACATTTTTTATA-
P ACGACCCTGCCTTTGTTTCCAAGTCATTA
TTCCAGAAATTCT-
Novel_12 0.724 3.73 CGACGGCC O-acyl Transferase 1.39
re-miRNA AAGGGAGCCCTTTCCAGAAATTCTCAACGGCCAGGGGCGAACCCAGGCCGAA-
P GAGGGGGTTTGGAAATAGTTTTCAAC
TCGGAC-
0.721 8.32 CAGGCTTCATTCCCC Hedef bulunamadi -
miR166
re-miRNA TTTTGAGGGGAATGTTGTCTGGCTCGAGGCCACCAACAAGCTCATCGGATCA-
P ACGGCCTTATGTTAGTGTCGTCGGACCAGGCTTCATTCCCCCCAATT
miR160 0.693 2.22 TGCCTGGCTCCCTGTAT- Hedef bulunamadi -
GCCA
re-mMiRNA GTATACGTATATGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGCAGAGCCCACCGAA-
P GAACCGATGGCCCTCCGTGTATGGCGTATGAGGAGCCAAGCATATTCACATATCGT
. TGAATCTTGATGATGC- Ethylene Responsive
MiR172 0.68 0.26 TACGC Transcription Factor 0.349
AGTCGTTTATTGCCGATGCAGCATCATCAAGATTCTCACCATCAAAAGCTTTGGTA-
pre-miRNA GAGAGAGAGAGAGAGAGACTATATCAGTTTACCATCTTGCCTTTATATGTGAAT-

CTTGATGGTGCTAC
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Tablo 3.2. Temmuz Pedisel Sonuglar1 (devami)

MiRNA . Hedef
Ad MFEI RPKM | Olgun miRNA Hedef A¢iklama RPKM
miR319 109 | 321 | UUGGACUGAAGGGAGCUCCC | 1SR4 Transeription g 35
GAAGAGAGCTTTCTTCAGTCCAGTTATGGGAGGCCGTAGGATTCAATTTGCTGTT-
pre- GACTCATTCATCCAAATGCTGTGTAGTTGATGAGTTTTACACGGTAACTGAGTGAAT-
miRNA GATGCGAGAGTCAAGTTGAATCTTAAGCTTTCTGTACTTGGACTGAAGG-
GAGCTCCCTT
Novel 09 1.07 0.59 | TCACATGGAGGGGGGCCCAC Hedef bulunamadi -
pre- ACACCCCCTTCACATGAAGGAGGGCCCACACACAATAAAATGTTCGTGGG-
miRNA CCCCCCTCCATGTGAGGGGGGTTGT
. UUGACAGAAGAUAGA- Ethylene Insensitive
R1 1.07 1.18 0.51
MiR136 GAGCAC 3
pre- TTGTTGACAGAAGATAGAGAGCACAACTGAACATATCCATGGTTGTTTTGT-
miRNA GAATGAGCAGCTTGTGCTCTCTAATCTTCTGTCAATTAATTTTCT
Novel 11 09 | 291 | TCACATGGAGGGGGGCCCAC | Hedef bulunamadi | -
pre- CACCCCCTCACATGGAGGGAGGGGCCCACATACAATAAAATATTCGTGGG-
miRNA CCCCCCTCCATGTGAGAGGAGTGTA
_ A-b-hydrolase
miR171 0.95 0.6 ggﬁ:gﬁﬁgCCGUG S(r)gtw;i: containing 2.95
pre- CATACGGGATATTAGTGCGGTTCAATTAGAAAGCCGTGCTCTTTATATTTA-
miRNA GAGCTCAGTTATTTGATTGAGCCGTGCCAATATCACGTAC
. 4-alpha glucanot-
miR390 0.94 212 | AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC [ -2 18 ILCE0T 15.53
pre- AGTATAGAAGAATCTTTAAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCGTAAGGATCTATATATTT-
miRNA TACATCATTAGTGGCGCTATCTATCCTGAGTTTCATGGGTTGTTCTTGCT
Novel 03 0.9 1.83 | TCTGAATTGAGAACCGACGGGTA )’:‘aﬁ%'ifia bulunma- 256
pre- AACCGAACCGTACCCGTCGGTTCTCAATTCAGATACCCGTTCGGGTATTTA-
miRNA ATTTGACAAGAACCGTCGGGTTCGGATCGGT
Pentatricopeptide
Novel_02 0.88 0.52 | TGTGGTATTGGTTTCGGCTCAT containing protein 1.25
pre- ACACACATGGTGTGGTATTGGTTTCGGCTCATAATCAT-
miRNA GCAGCTTCTGCAAAAATGAGCCGAATCAATATCACTCTTGT
; Nuclear Valosin
miR159 0.85 286 | GAGCUCCUUGAAGUCCAAUU | o ont v 34.93
GAGCTCCTTGAAGTCCAAAAGAGGTTCTTTCGGGGAAAATTGAGCTGCTAATCCAT-
pre- GGATCCCTCAACCCTATCCATATCTATAGATCCATATTGGATAGGTTTGTGGGTT-
miRNA GCATGTATCAGGAGCCTGCATTTCTCAAGTTGGATCCTTCTTTGGATTGAAGG-
GAGCTCTACAC
Probable GTP
miR167 0.84 0.4 | UBAAGCUGCCAGCAUGAUCUU | diphosphokinase 1.24
RSH3
pre- ATCGTGCACCACTAGCAGATGAAGCTGCCAGCATGATCTTAACTCGCCTTT-
miRNA GATCAACATCGACTCGGGGAGAGATCAGATCATGCGGCAGCTTCACCTGTT
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Tablo 3.3.

Kasim Yaprak Sonuglari

. Hedef
miRNA Adi MFEI |[RPKM | Olgun miRNA Hedef Aciklama RPKM
miRIS6 098293352 | [GACAOAACATAG [ phiene insensitive 3 20.978

emiRNA | AGAAAATTAATTGACAGAAGATTAGAGAGCACAAGCTGCTCATTCACAAAACAACCA
p TGGATATGTTCAGTTGTGCTCTCTATCTTCTGTCAACAA
TCTGAATTGAGAAC , .
Novel 03 0.9000 | 1.225 CGACGGGTA NCBI'da bulunmayan dizi | 0.558
iRNA | AACCGAACCGTACCCGTCGGTTCTCAATTCAGATACCCGTTCGGGTATTTAATTTGAC
pre-mi AAGAACCGTCGGGTTCGGATCGGT
miR166 08958 27.681 |, o0 CAGOCTICINCRIGa bulunmayan dizi |0.337
emiRNA | GTGTTTGAGGGGGATGTTGGCTGGCTCGAAGCAATCACAGTTTGCTGTTAA
pre CAGTGAGAATGTGAAGGCATCGGACCAGGCTTCATTCCTCTCAAA
GAAAATTTTGGTT | Oxysterol-binding protein-
Novel_14 10861511296 | cGGTTCGGTT | related protein 1C-like 0.206
remiRNA | AATTAGAGGTGGGTGCGGGTCGGTTCGGTTCGGTTCTAAAGAGAACCGAACCGAAC
p CGAACTTTTCGGGTATCTAG
TATCTGAATTGAGA |Putative membrane bound
Novel 16 0.8512|2.164 |/ CoGacaaa NAC transcription factor 2 | 3472
re-miRNA | CCGAACCGTACCCGTCGGTTCTCAATTCAGATACCCGTTCGGGTATTTAATTTGACAA
p GAACCGTCGGGTTCGGATCGGTT
Novel 06 084743361 | \~ACTIOAGAAGA INCBIGa bulunmayan dizi | 1.308
"miRNA | CCGAACCATACCCGTCGGTTCTTGATTCAAATACCCGTTCGGGTATTTAACTTGAGAA
pre-mi GAACCGTCGGGTTCGGTTCT
: TCGGACCAGGCTTC , .
miR166 0.8333 |4.121 ATTCCCC NCBI'da bulunmayan dizi  |0.337
re-miRNA | TTTTTTGAGGGGAATGTTGTCTGGCTCGAGAACTCTTTTGTTTGATCAATTCATAGAC
p AAATTAGATCTGTTGCAAGTGTTGTCGGACCAGGCTTCATTCCCCCCAATTA
CCGTCGGAGTGTAT
Novel 13 0.7951 |3.776 ACGGCCGCC Hedef bulunamadi -
remiRNA | GACTTGACCGTCGGAGTGTATACGGCCGCCACCACCGTTGGTTCCGGCCGT
p GTGCGCCTGAC
TGGAATGGAGTT |pentatricopeptide repeat-
Novel 01 | 07647 10819 1 c1GCGGAAGG | containing protein 2.340
remiRNA | ATGAAGTTATTGGAATGGAGTTCTGCGGAAGGAAGGAATTTCCTCCTGTTTC
pre TTTCCGAGTCCTCCCATTCCAACAATT
. CACCAAAGGCCT
miRf12309 |0.7637 |449.479 CTGCCCTTC Hedef bulunamadi -
re-miRNA | TOGAGGGGACACCAAAGGCCTCTGCCCTTCCATCCCTTGGATGGATAGAGAGGGAG
pre GGCAGAGCTTTTGGTTTTTT
ATGGATTGCTGA | mitochondrial substrate
Novel 1506936 3.263 AGGATTTAT carrier family protein-B-like 0.247
pre-miRNA | GGAAACTICTATTAATTTTCTTGAGTCCATAGAAATTAATATTGCTATGGATTGTTGAA

GGATTTATAGAGAAAGTT
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Tablo 3.4. Kasim Pedisel Sonuglari
miRNA Adi MFEI |RPKM |Olgun miRNA Hedef A¢iklama Hedef RPKM
TTTTCAGATTTTT |Inactive Leucine-rich repeat
Novel 20 13500 \4.63 TGGGCGACT receptor-like protein 0.86
re-miRNA GCCTTAAAAGTCGCCCAAAAATTCTGAAAATCTGCCCAGATTTTCAGATTTTTTGGGC
p GAGTTTTAAGGCAA
TCACATGGAGGG
Novel 21 1.3409 [2.23 GGGCCCAC Hedef Bulunamadi -
re-miRNA TTACACCCCCCTCACATGGAGGGGGGCCCACGAACATTTTATTGTGTGTGGGCCCTC
p CTCCATGTGAAGGGGGTGT
Hedef-1
s 0,052 | 0463 TTGACAGAAGAT 1Sﬂc{llelamotse.l Promoter binding | 2.684
' ' AGAGAGCAC protein
Hedef-2
Ethylene Insensitive 3 2.983
re-miRNA AGAAAATTAATTGACAGAAGATTAGAGAGCACAAGCTGCTCATTCACAAAA
p CAACCATGGATATGTTCAGTTGTGCTCTCTATCTTCTGTCAACAA
TCACATGGAGGG
Novel 18 0.9756 |12.555 GGGCCCAC Hedef Bulunamadi -
re-miRNA TTACACCCCCCTCACATAGAGGGGGCCCACACACAATAAAATATTCATGGGCCCCCCT
p CCATGTGAGAGGGGTGTA
TCTGAATTGAGA , .
Novel 22 [0.9410 |7.628 ACCGACGGGTA NCBI'da bulunmayan dizi  |0.871
re-miRNA AACCGTACCCGTCGGTTCTCAATTCAGATACCCGTTCGGGTATTTAATTTGAC
pte AAGAACCGTCGGGTTCGGTTCAGTTCG
. TTTGGATTGAAG |Post-GPI  attachment to
miR159 0.83558.121 GGAGCTCTA proteins factor 3 16.319
GAGCTCCTTGAAGTCCAAAAGAGGTTCTTTCGGGGAAAATTGAGCTGCTAATCCATG
pre-miRNA | GATCCCTCAACCCTATCCATATCTATAGATCCATATTGGATAGGTTTGTGGGTTGCATGT
ATCAGGAGCCTGCATTTCTCAAGTTGGATCCTTCTTTGGATTGAAGGGAGCTCTA
. TGGAGAAGCAGG |NAC-domain containing
miR164 0.8279 |3.302 GCACGTGCA protein 0.455
re-miRNA TGGAGAAGCAGGGCACGTGCATTACTAACTCATGCAAGAGATGTCCATTTC
pre ACTTGATAAATGAGTTAGTCCTTCATGTGCCCTTCTTCCCCATC
TCTGAATTGAGA . .
Novel 19 |0.8032 |1.802 ACCGACGGGTA NCBI'da bulunmayan dizi  |0.871
re-miRNA AACCGAACCTAACTGTTCTTATCAAATTAAATACCGGAACGGGTATTTAAAT
P TGAGAACCGACGGGTATGGTTCGGTT
GAGGTGTAAAGT o .
Novel 17 |0.7730 {1.908 GGGTTGGGTTG GTP binding protein OBGM | 0.554
-miRNA CGAGCCATGCCAACCCAACCCACTTTACACCTCTAGTACAAATAGAGGTGTAAAGTT
pre-mi GGTTGAGCTAGTATGACTAGACAC
TGGAATGGAGTTCT |CCA tRNA
Novel 01  10.7647 |14.29 GCGGAAGG nucleotdyltransferase 2 0.327
. ATGAAGTTATTGGAATGGAGTTCTGCGGAAGGAAGGAATTTCCTCCTGTTTCTTTCCG
pre-miRNA

AGTCCTCCCATTCCAACAATT
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Tablo 3.4. Kasim Pedisel Sonuglar1 (devami)

. TTGGACTGAAGG
miR319 0.7586 |6.569 GAGCTCCCT Hedef Bulunamad:
AAGGGAGCTCCCTTCAGTCCAAGTACAGGAAACTTAAGATTCAACCTGACTCTCGCA
pre-miRNA | TCATTCATTCAGTTACGATGCATAATTAATCAACTACACAGTATTTGGATGAATGAGTC
GACAGCAAATTGAATCCTACTGTCCCCCATAACTGGACTGAAGAAAGCTCTTTTC
AACAGAGGCCGG .
Novel 05 0.7545 |1.458 GTTGTTACACA Protein phosphatase 2C 6 2.92
e-miRNA ACGGCTTGAGAACAGAGGCCGCGTTGTTACACAAAAATGTACATTTTTTATA
pre ACGACCCTGCCTTTGTTTCCAAGTCATTA
. CACCAAAGGCCT
miRf12309 |0.7537 |860.653 CTGCCCTTC Hedef Bulunamadi
e-miRNA TGGAGGGGACACCAAAGGCCTCTGCCCTTCCATCCCTTGGATGGATAGAGA
p GGGAGGGCAGAGCTTTTGGTTTTTT
. TCGGACCAGGCT
miR166 0.7391 |2.788 TCATTCCCC Hedef Bulunamadi
TAATTGGGGGGAATGAAGCCTGGTCCGACAACGCTTGCAAGAGATCTATTT
pre-miRNA | TGTTTATGAATTGATCGAAACAAAAGAGTTCTCGAGCCAGACAACATTCCC
CTCAA
. TGCCTGGCTCCCT
miR160 0.7062 |1.533 GTATGCCATT Hedef Bulunamadi
e-miRNA TGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGCAGAGCCCACCGAAGAACCGATGGCC
p CTCCGTGTATGGCGTATGAGGAGCCAAGCATAT
. TTGAGCCGTGCC . .
miR171 0.7029 |1.162 AATATCACG Scarecrow-like protein 5.897
re-miRNA GTACGTGATATTGGCACGGCTCAATCAAATAACTGAGCTCTAAATATAAAGA
pre GCACGGCTTTCTAATTGAACCGTACTAATATCCCGTAT
AGAACCGAAGAA |Magnesium transporter
Novel 23 0.7000 |3.32 CCGAATAAGAA | NIPA2-like 9.569
e-miRNA GATTCGGTTCTTATTCGGTTCTTCGGTTCTTGGTCTAGAACCGAGAACCGAA
p CCGTACCCGTCGGTTCTCAATTC
TGTGGTATTGGTT |Exosome complex
Novel 02 0.6606 |2.365 TCGGCTCAT component RRP43 3.18
pre_miRNAACAAGAGTGATI"A,TTGATTCGGCTCATTTTTGCAGAAGCTGCATGATTATGAG

CCGAAACCAATACCACACCATGTGTGT
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3.1. mikroRNA Katlanma Yapilan

Asagida sekilleri verilen mikroRNAlarin pre-miRNA yapilar1t RNAFold yazilimi ile
elde edilmis olup her bir sekil bir miRNA’y1 veya miRNA ailesini temsil etmektedir.
Kirmizi gergeveli kisim ise miRNAlarin olgun kisimlarini isaret etmektedir.

miR156

Sekil.3.1.1 miR156 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 3.1.2. miR171 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 3.1.4. Novel 01 RNAfold katlanma yapisi
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Novel 03

Sekil 3.1.6. Novel 03 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 3.1.7. Novel 04 RNAfold katlanma yapis1
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3.2. miRNA Ekspresyon RPKM

Rows : - Objective function : R=-1 #Q0
- Sum of all pairwize distances of neighboring rows (path length): 5=135.020
Columns : - Objective function : R=0.2628

- Sum of all pairwise distances of neighboring celumns (path length): 5=1545.935
- Linkage rule: WMcQuithy's criteria

Dissimilarity : - Euclidean distance

The colors scale:

Win = -226.56 0.00 Max = 226.66
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Movel 13
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Movel 23

Sekil 3.2.1. miRNA RPKMlerinin Heatmap Grafigi
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3.3. Kantitatif Es Zamanh PCR Sonuclar
Novel 01 Yapraklar
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Ekspresyon Seviyesi
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TY Novel_01 KY Novel_01 TY Hedef _01-1 KY Hedef 01-1

Sekil 3.3.1. Novel 01 miRNA Yaprak dokusunda ekspresyonu ve hedef geni "RubisCO
subunit 4” mRNA seviyeleri

Novel 01 Pediseller
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0 I I I I

TP Novel_01 KP Novel 01 TP Hedef 01-2 KP Hedef_01-2

Sekil 3.3.2. Novel 01 miRNA pedisel dokusunda ifadesi ve hedef geni "CCA tRNA
Nucleotidyl transferase 2" mRNA seviyeleri
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Novel_02 Temmuz

Ekspresyon Seviyesi
N w B w1 [e)] ~ (0]
o o o o o o o
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0 [ | i
TY Novel_02 TP Novel_02 TY Hedef_02 TP Hedef_02

Sekil 3.3.3. Novel 02 miRNA Temmuz ay1 ifadesi ve hedef geni "Chloroplastic
Pentatricopeptide Repeat-Containing" mRNA seviyeleri

miR156

Ekspresyon Seviyesi
© o o o o o o
N w ~ w [e)} ~ [oe]

o
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TY miR156 KY miR156 TP miR156 KP miR156

Sekil 3.3.4 miR156 miRNA ifade seviyeleri
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Hedef 156-1
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0.004

Ekspresyon Seviyesi
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TY Hedef _156-2 TP Hedef_156-2 KY Hedef 156-2 KP Hedef_156-2

Sekil 3.3.5. miR156 hedef geni "Squamosa promoter binding-like protein 2" mRNA
ifade seviyeleri

Hedef 156-2
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Sekil 3.3.6. miR 156 hedef geni "Ethylene insensitive 3 " mRNA ifade seviyeleri

28



miR319 Pediseller
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TP miR319 KP miR319 TP Hedef_319 KP Hedef_319

Sekil 3.3.7. miR319 Pedisel dokularinda miRNA ifadesi ve hedef geni “TCP 4” mRNA
ifade seviyeleri

Novel_05 Pediseller

TP Novel_05 KP Novel_05 TP Hedef_05 KP Hedef_05

Ekspresyon Seviyesi
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Sekil 3.3.8. Novel 05 pedisel dokularinda miRNA ifadesi ve hedef geni “Protein
Phosphatase 2C 6” mRNA ifade seviyeleri
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3.4. Blast2GO Anotasyon Sonuglari

Asagidaki pasta grafiklerinde Blast2GO gen onyoloji analiz sonuglarina gore dort
kutliphanedeki potansiyel hedef genlerin katildig1 biyolojik prosesler ve genlerin
molekiiler fonksiyonlarin yiizdeleri verilmistir.

M Biyolojik Proses  Metabolik Prosesler W Biyosentetik Proses
1 Azot Metabolizmasi M Protein Modifikasyonu ® Uyariya ve Strese Cevap

mTasima

Sekil 3.4.1. Dort kiitiiphanedeki hedef aday1 genlerin katildig1 biyolojik proseslerin
yiizdeleri

M iyon Baglama  Nikleik Asit Baglanma
m Molekiler Fonksiyon  Kinaz Aktivite

B Nukleotidil transferaz Aktivite M ATP Baglanma

M Oxidorediiktaz Aktivite

Sekil 3.4.2. Dort kiitiiphanedeki hedef aday1 genlerin molekiiler fonksiyonlarinin
yiizdeleri
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Asagidaki siitun grafiklerinde tiim kiitiiphanlerin hedef genlerinin ayr1 ayr1 biyolojik
prosesleri, molekiiler fonksiyonlari, hiicre iginde bulunduklari konumlar ve mRNA
dizisinin NCBI veritabaninda eslestigi en yakin organizmalarin bilgileri ayrintili olarak
verilmistir.

3.4.1. Temmuz yaprak kiitiiphanesi
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Sekil 3.4.1.1. Temmuz yaprak kiitiiphanesi hedeflerinin katildig1 biyolojik prosesler
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Sekil 3.4.1.2. Temmuz yaprak kiitiiphanesi hedef proteinlerinin hiicre i¢i konumlari
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Sekil 3.4.1.3. Temmuz yaprak kiitiiphanesi hedef proteinlerinin katildig1 molekiiler
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Sekil 3.4.1.4. Temmuz yaprak kiitiiphanesi hedef proteinlerine veritabaninda karsilik

gelen organizmalar
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3.4.2. Temmuz pedisel kiitiiphanesi
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Sekil 3.4.2.1. Temmuz predisel kiitiiphanesi hedeflerinin katildig1 biyolojik prosesler
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Sekil 3.4.2.2. Temmuz pedisel kiitiiphanesi hedef proteinlerinin hiicre i¢i konumlari
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Sekil 3.4.2.3. Temmuz pedisel kiitiiphanesi hedef proteinlerinin katildig1 molekiiler
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Zeytin hem yaginin igerdigi yiiksek oranda sagliga faydali maddeleri agisindan hem de
giinliik tiiketim bakimindan besin degeri ve ekonomik potansiyeli olduke¢a yiiksek bir
bitkidir. Ulkemiz cografyasmin énemli bir kisminda baslica gelir kaynagi olarak dahi
nitelendirilebilir. Ancak Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2013 verilerine gore mevcut
hacim diger zeytin {liretimine ev sahipligi yapabilen iilkelere kiyasla potansiyelimizin
oldukca altindadir ve bu yiizden zeytin iizerinde yapilan ve iiretime aktarilan her
calisma tilke ekonomisine dogrudan katki saglayacaktir.

mikroRNAlar transkripsiyon sonrast gen ifadesini diizenleyen onemli ajanlardir ve
mevsimsel dongiler, stres faktorleri, meyve olgunlagsmasi gibi yolaklarda aktif olarak
rol almaktadirlar(Moxon et al. 2008; Eldem et al. 2013).

Yaptigimiz ¢alismada yabani zeytin (Olea europaea subs. Sylvestris) tiiriiniin yaprak ve
pedisel dokularindan elde edilen RNAlar Illumina Hi-Seq cihanizda okunmus ve olgun
ve pre-miRNA dizilerini tespit etmek icin Ayvalik tiirii zeytin i¢in yapilan kiigiik RNA
okumalar1 ve Yabani zeytin genom survey sekansi kullanilmistir. Biyoinformatik
analizle sonucu veri tabanlarindan heniiz bulunmayan 23 tane yeni miRNA dizisine
ilaveten 15 korunmus miRNA tespit edilmistir. Temmuz yaprak kiitliphanesinde
toplamda 6 yeni miRNA ve 4 korunmus miRNA, Temmuz pedisel kiitiiphanesinde 9
yeni miRNA, 9 korunmus miRNA, Kasim yaprak kiitiiphanesinde 7 yeni miRNA, 4
korunmus miRNA ve son olarak da Kasim pedisel kiitiiphanesinde 9 yeni ve 9
korunmus miRNA tespit edilerek katlanma yapilar1 ve MFEI degerleri dogrulanmustir.
Bu miRNAlardan yeni bulunmus olanlara Novel o6n eki kullanilarak digerlerinden
ayrilmis ve kiitliphanelerde bulunma sayilarina gére 1’den 23’e siralanmistir.  Bulunan
miRNAlardan miR156, miR166 ve Novel 01 kiitiiphanelerin 4iinde de dogrulanmistir,
bunun sebebi bu miRNAlarin siirekli devam eden siiregte veya kesintisiz stres gibi
kosullarda sorumlu oldugunu gosterebilir ve biiyiik olasilikla canlt i¢in oldukga biiyiik
Ooneme sahiptir.

miR156’nin  hedef geni olan Squomosa Promoter Binding-like proteini bizim
buldugumuz hedef gen analizi sonuglariyla ortiismekte(Wu and Poethig 2006) ancak
temmuz-kasim aylarindaki miRNA ifade seviyesi ile hedef gen ifade seviyesi iliskisinde

gRT-PCR sonuglarinda ters iliski gozlemlenememistir. Yapilan bir calismada bu
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proteinin mutasyonu sonucu piring bitkisinde gec cigeklenme ve ciicelik goriilmiistiir,
yani bu protein biiylime ve meyve olusumu siireglerinde rol almaktadir(Zhang et al.
2006b). Benzer sekilde miR156’nin aday hedef genlerinden olan Ethylene Insensitive3
geninin ifade seviyesi ile miRNA ifadesi arasinda korelasyon bulunamamustir.

Diger bir 6nemli bulgu olan ve 4 kiitliphanenin tamaminda ifade edilen Novel 01 ismini
verdigimiz miRNA’nin biyoinformatik analiz sonucunda yaprak ve pedisel transkriptom
kiitiiphanelerinde farkli mRNAlar1 hedefledigini bulduk. Yapraktaki hedef geni
RuBisCO alt {initesi olan Novel 01 miRNAs1 pedisellerde ise CCA tRNA
nucleotidyltransferase isimli geni hedeflemekte. qRT-PCR analizine gore yaprak
kiitiiphanesinde miRNA/hedef gen ters iliskisi bulunamamisken (Grafik 2), pedisel
kiitiiphanesinde Kasim ayinda artis gosteren miRNA seviyesine ragmen, hedef gen olan
CCA tRNA nucleotidyltransferase geni kasim aymnda temmuz ayma kiyasla daha az
ifade gostermistir (Grafik 3). Protein sentezi i¢in olgun tRNA iiretimi, 3’ ucuna sitidin-
sitidin-adenozin (CCA) eklemek gibi dnemli modifikasyon asamalarini igerir ve bu
diziyi CCA tRNA nucleotidyltransferase enzimi ekleyerek protein sentezini devam
ettirir(Hopper and Phizicky 2003). Literatiirde bu proteinin mevsimsel dongii veya
stresle bir iliskisine dair bir ¢alisma bulunamamistir. Bu proteinin dizi benzerligi ve
miRNA ifadesiyle ters orantili olusu, miRNA tarafindan hedeflendigini kesin olarak
gostermez.

miR319’un TCP transkripsiyon faktorii ailesini hedefledigini literatiirdeki ¢esitli
calismalarda bulunmus ve bizim calismamizda da dogrulanmistir(Nag et al. 2009).
miR319’un pedisel dokularindaki ifadesi hedef geni olan TCP4 transkripsiyon faktorii
proteininin ifadesi ile ters oranti gostermistir (Grafik 8). miR319-TCP iliskisinin petal
gelisimi  ve yaprak olgunlagsmas1 i¢in kritik olduguna yonelik c¢aligmalar
mevcuttur(Efroni et al. 2013).

miRNA-hedef ters iligkisi tespit edilen bir diger oOrnek ise Novel 05 olarak
isimlendirilen miRNA ve tahmini hedef geni Protein Phosphatase 2C(PP2C). Temmuz
ve Kasim aylarmin pedisel dokularinda miRNA miktarinin tam tersi yoniinde ifade
gosteren bu protein bitki stres hormonu olan Absisik asitin (ABA) diizenlenmesinde rol
oynamakta(Sheen 1998). PP2C, ABA sinyal yolagimin negatif kontrolciisii olarak rol
almakta ve artan PP2C miktar1i ABA miktarimi azaltmakta, bu durumda bizim

orneklerimizde Kasim ayinda artan Novel 05 miktariyla ters orantili olarak PP2C
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miktar1 azalmis, dolayisiyla da ABA sinyal iletimi artmis olabilir. Literatiirde ABA
sinyal yolagiin stres toleransi ve yaprak dokiimiiyle ilgili karmasik yolaklarda rol
aldigina yonelik caligmalar vardir (Xue-Xuan et al. 2010).

Bir miRNA’nin birden fazla hedefi olabildigi gibi bir mRNA birden fazla miRNA veya
transkripsiyon diizenleyici elemanlar tarafindan kontrol ediliyor olabilir. Yani
buldugumuz veya hedefi ile ters iligki gostermeyen miRNAlar o mRNA’y1 hedeflemiyor
olabilidigi gibi aslinda dizi benzerligine dayanarak c¢ikardigimiz bu tahmin dogru
olabilir, ancak hedef mRNA gecici veya kalici olarak bagka faktorlerin etkisindedir ve
de bunu tespit etmek ¢ok zordur.

Transkriptom sonrasinda bulunan genlerin ifade diizeyini tespit etmek ¢ok zor oldugu ve
gRT-PCR gibi ikinci bir deney diizenegi gerektirdigi i¢in tiim miRNA ve hedeflerinin
ifade diizeylerini tespit edemedik, ancak bulunan ve literatiirle esleserek dogrulanan
baz1 6rneklerin 15181nda elde edilen bilgiler bir adim ileriye gotiiriilerek yeni miRNAlar
tizerinde daha derinlemesine ¢aligmalar yapilabilir.

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) yolak haritasini tespit ettigimiz
miRNA hedef genleri arasinda Novel 20, Novel 03 ve Novel 04 vardir. Yukardaki
yolak haritalarinda (Sekil 3.5.1, Sekil 3.5.2) goriildiigii gibi bu enzimler bulunduklar:
yolak icin ©&nemli isleve sahipler. Ilk enzim olan ve Novel 20 miRNAsmnin
hedefledigini tahmin ettigimiz “Malat dehidrojenaz” (EC 1.1.1.82) enzimi malat’1 ve
NADP+’y1 substrat olarak kullanir ve NADPH {iretimini saglayarak hiicrenin enerji
dongiisiinii siirdiiriir. Fotosentetik organizmalarda yer alan bu yolakta karbon fiksasyonu
saglanir ve organik bilesikler sentezlenir. Novel 20 miRNAsinin bu yolak iizerindeki
etkisi Kasim pedisel kiitiiphanesinde tespit edilmistir.

Diger bir yolak olan piirin metabolizmas1 yolaginda ise Novel 03 ve Novel 04
miRNAlarmin hedefleri bulunmustur. Novel 03’iin hedefledigi DNA aracilikli RNA
polimeraz enzimi (EC 2.7.7.6) RNA sentezini yapan anahtar enzimdir ve bu yolakta
niikleosit trifosfatlardan (NTP) bir fosfat kopararak niikleosit difosfat (NDP)ye
doniistiiriir ve RNA zincirini uzatir. Devam eden yolakta ise miR_04’iin hedefledigi
Adenilat kinaz enzimi (EC 2.7.4.3) bulunur. Bu enzim ATP’den bir fosfat grubu
kopararak bunu AMP’ye aktarir ve 2 adet ADP iiretimini yapmis olur. Bu iki
miRNA’nin hedefledigi enzimleri hesaba katinca purin metabolizmasi lizerinde miRNA

ifade seviyelerinin etkisi oldugu sdylenebilir. Piirinler niikleik asitlerin monomeri, enerji
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kaynagi, polisakarit, fosfolipit, sukroz gibi primer metabolitlerin ve bazi sekonder
metabolitlerin liretiminde hammadde olarak kullanilan yapitaslaridir {Stasolla, 2003
#133}

Calismanin  sonucunda bulunan potansiyel hedef genlerin tamami Blast2GO
programinda calistirildiktan sonra elde edilen bulgulara gore potansiyel hedeflerin
molekiiler fonksiyonlar1 bagta iyon baglanma, ATP baglanma, RNA baglanma, niikleer
islevler, niikleotidil transferaz aktivitesi, kinaz aktivitesi gibi yolaklar olmak ve bunlara
ilaveten az miktarda peptidaz aktivitesi, oksido-rediiktaz aktivite, hidrolaz ve
transkripsiyon faktorii aktivitesi gozlemlenmistir (Grafikler 12,16,20,24).

Yine Blast2GO sonuglarina gore tiim kiitiiphanelerdeki transkriptom dizilerinin karsilig
veri tabaninda en benzer dizi olarak Susam (Sesamum indicum L.) bitkisi denk gelmistir.
Bu sonuglar 1s18inda susam ve zeytin bitkisinin mRNA diizeyinde, dolayisiyla da
protein diizeyinde bir¢ok ortakliklar barmndirdigini sdyleyebiliriz.

Sonug olarak 4 farkli kiitiphaneden elde edilen transkriptom okumalarindan, kiiglik
RNA okumalar1 ve Genom Survey Sekansi yardimiyla 23 yeni, 15 korunmus miRNA
tespit edilerek bu miRNAlarin 7sinin varligit qRT-PCR araciligiyla dogrulanmistir. Bu
calismanin miRNA tespitine 6zel olarak yapilmamasina, total RNA havuzunun
dizilenmesiyle elde edilen kiitiiphanelerden faydalanilmasina ragmen pre-miRNA
dizileri tespit edilerek dogrulanmistir. Elde edilen bulgular 1s18inda hangi miRNA’nin
veya hedeflerinin mevsimsel dongiilerde ne aktivite gosterdigi tam olarak tespit

edilememis olsa da, sonraki ¢alismalar i¢in basamak teskil edecek niteliktedir.
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EK BILGILER

1. MikroRNA Katlanma Yapilar:

Asagida sekilleri verilen mikroRNAlarin pre-miRNA yapilart RNAFold yazilimi ile
elde edilmis olup her bir sekil bir miRNA’y1 veya miRNA ailesini temsil etmektedir.

miR156

Sekil 1.1. miR156 RNAfold katlanma yapisi
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Sekil 1.2. miR 159 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.3. miR164 RNAfold katlanma yapis1
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miR160

Sekil 1.4. miR160 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.5. miR166 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.6. miR167 RNAfold katlanma yapis1
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miR171

Sekil 1.7. miR171 RNAfold katlanma yapis1
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miR172

Sekil 1.8. miR172 RNAfold katlanma yapis1
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miR319

Sekil 1.9. miR319 RNAfold katlanma yapis1

68




miR390

Sekil 1.10. miR390 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.11. miR396 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.12. miR529 RNAfold katlanma yapisi
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Sekil 1.13. miRf12309 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.14. Novel 01 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.15. Novel 02 RNAfold katlanma yapis1
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Novel_03

Sekil 1.16. Novel 03 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.17. Novel 04 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.18. Novel 05 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.19. Novel 06 RNAfold katlanma yapis1

78



-
o
o

8
.

Sekil 1.20. Novel 07 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.21. Novel 08 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.22. Novel 09 RNAfold katlanma yapisi




Sekil 1.23. Novel 10 RNAfold katlanma yapis1

Novel_11

Sekil 1.24. Novel 11 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.25. Novel 12 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.26. Novel 13 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.27. Novel 14 RNAfold katlanma yapis1
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Novel_15

Sekil 1.28. Novel 15 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.29. Novel 16 RNAfold katlanma yapis1




Sekil 2.30. Novel 17 RNAfold katlanma yapis1

Novel 18

Sekil 1.31. Novel 18 RNAfold katlanma yapis1
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Novel 19

Sekil 1.32. Novel 19 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.33. Novel 20 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.34. Novel 21 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.35. Novel 22 RNAfold katlanma yapis1
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Sekil 1.36. Novel 23 RNAfold katlanma yapis1
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2. PCR reaksiyonlar1 i¢in kullanilan primerler listesi

2.1. miRNA primerleri

ID Forward Stem-loop

miRN_01 TGGAATGGAGTTCTGCG |GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACC
AAGG CTTCG

miRN_02 TGTGGTATTGGTTTCGG |GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACA
CTCAT TGAGC

miR529 AGAAGAGAGAGAGCAC |GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACG
AACCC GGTTG

MiRN_05 AACAGAGGCCGGGTTG |GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACT
TTACACA GTGTA

miRN_12 TTCCAGAAATTCTCGAC |GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACG
GGCC GCCGT

MiR156 TGACAGAAGAGAGTGA |GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACG
GTAC TACTC

miR319a TTGGACTGAAGGGTGC |GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACA
TCCCT GGGAG

2.2. Hedef Primerleri

‘ ID ‘ Forward Reverse

IN_01-ruBisCO |ACCCACCACCAACCACAA GGAGCACACAAGAGGCAGTAA
[N_01-CCAtRNA | GCAGCGGGGTCACTATTTTTC ACAGCAAGGATGCGCCTTTT
156/529-SQM | TCATCTGGTCAAAATGTGCCT GAACCTGCTACACTGTTGGC
156-Ethylene | ATCCAAGTCGCTCATTGCTC GGCTTCCTTCTCCGTCTATTG
\N_02-pnttrc | AAGCAAGCAGTAGGCTCACC TGACATCCACCAAGTCCTCA
319-TCP4 | GGTGGAGCAGCAGGATATCT TTGCGATGATGATGCTGGTG

\ N_05-oacyl \ CCTGATGGCCCAATCACAAA AAGCTTCTCTCGTGGGCAT

\ N_12-pfstaz \ TGGAGGTGGAGGACAATGAG GGTACAGAGGCCAGGTCATT
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