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Fasulye insan beslenmesinde kullanilan 6nemli bir baklagildir. Ancak bitkiler
sesil organizmalar olmalari nedeniyle dogal ekosistem igerisinde bir¢cok biyotik ve
abiyotik stres faktorleri ile kars1 karsiya kalmaktadir. Bu zorlayici faktorlerden biri de
antropojenik faaliyetler sonucu meydana gelen agir metal stresidir. Agir metaller bitkinin
biiylimesini, verimi ve kalitesini etkileyerek ciddi bir toksisiteye neden olmaktadir.
Bitkiler bu stres faktorleri ile basa ¢ikmak icin hedef genlerin ifadesini diizenleyen
mikroRNA’lar1 kullanmaktadir. miRNA’lar bitki biiylimesi ve gelisimi ile ilgili
yolaklarda yer alan genleri hedeflemektedir. Ayrica stres ile iliskili genlerinin ifadesini
diizenleyerek bitkinin stres toleransi kazanmasina da yardimecr olmaktadir. Bu
miRNA’lardan biri olan miR172 bitki biiylime ve gelisim siireglerinde onemli roller
oynamaktadir. miRNA’larin uygulanan tiire ve agir metal dozuna bagl olarak farkli
seviyede ifade oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci dort farkli agir metal stresinde
mMiR172 ve hedef genlerinin yanitlarin1 6grenmek ve biyoinformatik olarak miR172 gen
ailesi iyelerinin genom ¢apli analizidir. Yapilan ¢alismada 6 Pvul-miR172
tanimlanmistir. Bu miRNA’larin stres ile iliskili cis-etkili elementlere sahip oldugu
bulunmustur. Hedef genlerinin membran iizerinde baglayici ve tasiyici gorevleri oldugu
tespit edilmistir. Pvul-miR172 ve hedef genlerinin strese ve genotipe bagl olarak farkl
ifade seviyeleri gosterdigi goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarin miRNA tabanli genetik
miithendisligi uygulamalariyla agir metal stresine dayanikli mahsul ¢esitlerinin
gelistirilmesine katkida bulunulmasi amaglanmaktadir.

2024, 60 sayfa
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analiz, qRT-PCR, Biyoinformatik



ABSTRACT
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GENOME WIDE ANALYSIS of Phaseolus vulgaris L. miR172 GENE FAMILY
MEMBERS under HEAVY METAL STRESS

Burak Muhammed ONER

Erzurum Technical University
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Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emre ILHAN

Common Beans are an important legume used in human nutrition. However, since
plants are sessile organisms, they face many biotic and abiotic stress factors in the natural
ecosystem. One of these challenging factors is heavy metal stress caused by
anthropogenic activities. Heavy metals cause serious toxicity by affecting plant growth,
yield and quality. To cope with these stress factors, plants use microRNAs that regulate
the expression of target genes. miRNAs target genes involved in pathways related to plant
growth and development. It also helps the plant gain stress tolerance by regulating the
expression of stress-related genes. One of these miRNAs, miR172, plays important roles
in plant growth and development processes. It is known that miRNAs are expressed at
different levels depending on the applied species and heavy metal dose. The aim of this
study is to learn the responses of miR172 and its target genes to four different heavy metal
stresses and to bioinformatically perform genome-wide analysis of miR172 gene family
members. In the study, 6 Pvul-miR172 were identified. These miRNAs were found to
have cis-acting elements associated with stress. It has been determined that their target
genes have binding and carrier functions on the membrane. Pvul-miR172 and its target
genes were observed to show different expression levels depending on stress and
genotype. The results obtained are aimed to contribute to the development of crop
varieties resistant to heavy metal stress through miRNA-based genetic engineering
applications.
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1. GIRIS

Tahminler 2030 yilinda 600 milyon insanin yetersiz beslenme yiiziinden aclik ile
kars1 karsiya kalacagimi ongérmektedir (FAO 2023). Bu nedenle insanlarin beslenme
ihtiyaclarim1 karsilamak adina alternatif protein kaynaklarina ihtiyag duyulmaktadir.
Baklagiller sahip olduklar1 agronomik ve besinsel Ozellikler bakimindan bu
gereksinimlerin karsilanmasinda onemli bir tarimsal {iriin olarak O6ne ¢ikmaktadir
(Multari et al. 2015). Diisiik maliyeti, yliksek protein igerigi ve saglik agisindan sundugu
cesitli faydalar sebebiyle oldukg¢a Onemli bir besin kaynagi olarak goriilmektedir
(Klupsaite and Juodeikiené 2015). Diinya genelinde iiretimi en fazla yapilan baklagil olan
fasulye (Phaseolus vulgaris L.) 54,3 g/100g karbonhidrat, 20,9 g/100g protein ve 8,55
9/100g lif icerigine sahiptir (de Almeida Costa et al. 2006). FAOSTAT da yer alan
verilere gore diinyadaki fasulye tiretimi 2021 yilinda yaklasik 36,5 milyon hektar ekim
alaninda 28,53 milyon ton iken 2022 yilinda bu say1 yaklasik 36,7 milyon hektar ekim
alaninda 28,34 milyon ton olarak gergeklemis ve 2022 yilinda iiretimi en fazla yapilan
baklagil olmustur. Ancak 2022 yilinda diinyadaki baklagiller verim agisindan
degerlendirildiginde fasulye diger baklagillerin gerisinde kalmistir (Anonymous 2024a).
TUIK verilerine gore iilkemizdeki fasulye iiretimi ise 2021 yilinda yaklasik 107 bin
hektar alanda 305 bin ton iken 2022 yilinda yaklasik 97 bin hektar alanda 270 bin ton
olarak gerceklestirilmistir. 2023 yilinda ise 240 bin ton iiretilerek giderek azalan bir seyir
izlemis ve nohut (580 bin ton) ile mercimegin (424 bin ton) gerisinde kalmistir (Anonim
2024).

Bitkiler yasadiklar1 ortamda iki tiir stres faktoriine maruz kalmaktadir. Bunlardan
biri araknidler, bakteriler, bocekler, mantarlar, nematodlar ve yabani otlarin sebep oldugu
biyotik streslerdir. Digeri ise asir1 sulama, asir1 yiiksek ya da diisiik sicaklik, agir metal,
kuraklik ve tuzluluk gibi bitki biiylimesi, gelisimi, tohum kalitesi ve verimini etkileyen
abiyotik streslerdir (Gull et al. 2019). Cevresel kosullarin artarak kotiilesmesiyle beraber
meydana gelen biyotik ve abiyotik stresler bitkisel iiretim kalitesi ve miktarin1 6nemli
Olglide azaltmaktadir (Wang et al. 2013). Bitkisel iiretim verimi abiyotik streslerden
kaynakli ciddi sekilde etkilenirken kiiresel 1sinma, kentlerdeki niifus artis1 ve gevrede
meydana gelen degisiklikler ile birlikte bu etkinin gelecekte daha da artmasi

beklenmektedir (Praveen et al. 2023). Dogal ve antropojenik faaliyetler sonucunda tarim
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arazilerinde meydana gelen agir metal konsantrasyonlarindaki artis bitkisel tiretimin yan
sira insan saglig1 acisindan ciddi derecede olumsuz etkiler yaratmaktadir (Bhat et al.
2019). Ayrica atiklarin hatali bigimde yonetimi ve hizli sanayilesme faaliyetleri ¢evre
kirliliginin artmasina neden olmaktadir. Bundan dolay1 insan saglig1 ve ekolojik tehlikeler
nedeniyle kirlenmis alanlarin yonetilmesi ve iyilestirilmesine yonelik g¢aligmalarin
ihtiyaci ortaya ¢ikmistir (Hakeem et al. 2014). Agir metallerin kontrolsiiz sekilde bitkiler
tarafindan alinmasi, yer alt1 ve yiizey sularina karigmasi ve gida zincirine dahil olma
olasilig1 sebebiyle halk saglig1 ve tiim ekosistemler i¢in biiyiik bir tehdit olusturmaktadir

(Grobelak and Kowalska 2020).

Bitki, hayvan ve insan yasaminda bulunan elementler makro ve mikro (iz)
elementler olarak smiflandirilabilmektedir. iz elementler ise hem temel hem de temel
olmayan elementleri icermektedir (Asati et al. 2016). Bakir (Cu), ¢cinko (Zn), demir (Fe),
kalsiyum (Ca), kobalt (Co), krom (Cr), mangan (Mn) ve nikel (Ni) gibi metaller bitkiler
ve insanlar i¢in temel metaller sinifina girmektedir. Bu metaller canli organizmalarda
cesitli biyolojik siireglerin devam etmesi i¢in dnemli roller oynamaktadir. Arsenik (As),
kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve civa (Hg) gibi metaller de temel olmayan metal sinifina
girmektedir. Bu metal smifi hem bitkiler hem de insanlar {izerinde toksik etkiler
yaratabilmektedir (Mekassa and Chandravanshi 2015; Bibi et al. 2023). Agir metal terimi
bazen 7 g/cm® yogunlugun iizerinde ya da 5 g/cm® yogunlugun altindaki metaller icin
kullamlsa da genellikle 5 g/cm® yogunlugun iizerindeki metaller i¢in kullamilan bir
terimdir (Barakat 2011; Ali and Khan 2018). Onemli agir metallerden arsenik 5,776
g/cm®, kadmiyum 8,69 g/cm?®, nikel 8,912 g/cm® ve kursun 11,342 g/cm® yogunluga
sahiptir (Anonymous 2024b).

Biyolojik sistemler dogasi geregi dinamik yapilara sahip olmalar1 nedeniyle
cevresel ve genetik degisikliklere yanit vererek adaptasyon saglamaya ¢aligmaktadirlar.
Bitki biiytimesi, gelisimi ve verimliligini etkileyen abiyotik stresler bitkilerde bir dizi
biyokimyasal, fizyolojik, molekiiler ve morfolojik degisiklige neden olmaktadir (Wani et
al. 2016). Agir metal toksisitesinin belirtileri arasinda bodur bitki boyu, diisiik biyokiitle
tiretimi, kloroz, nekroz, sinirli tohum sayisi, solgunluk, yaprak sararmasi, yaslanma ve
sonunda bitki 6liimii yer almaktadir. Meydana gelen bu belirtiler agir metallerin enzim

aktivitesine ve iyon homeostazina miidahalesinin bir sonucudur (DalCorso et al. 2013).
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Bu fitotoksik etkiler hiicresel yapilara zarar veren ve metabolik faaliyetleri durduran besin
dengesizligine sebep olmaktadir. Ayrica bitki hiicrelerinde oksidatif yikimin
tetiklenmesi, toksik agir metallerin birikmesi ve sitoplazmik enzim inhibisyonlari
siddetlendirici izler birakmaktadir (Jamla et al. 2021). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tiretimi enzimlerin inhibisyonuna, DNA ve RNA hasarina, membran lipid
peroksidasyonuna ve protein oksidasyonuna sebep olarak bitki hiicre 6liimiine yol agacak
olan oksidatif siireglerin baslamasi ile sonuglanmaktadir (Mittler 2002; Sahu et al. 2022).
Agir metallerin organeller ve hiicresel makromolekiiller ile etkilesime girebildigi
gosterilmigtir. Agir metaller yaygin olarak bitki hiicresi igerisinde yer alan katyonlarla
yer degistirerek veya agir metal iyonlarinin kofaktdrlerin aktif gruplarina baglanmasi ile
hasar verici etkilere yol agmaktadir. Agir metallerin bitki hiicre ve dokularina alimi, yer
degisimi ve hareketligi cogunlukla agir metal konsantrasyonuna, agir metal ¢esidine ve

bitki tiirtine baghdir (Emamverdian et al. 2015).

Agir metaller bitkilerdeki toksik etkilerini gostermek icin temel olarak dort
mekanizma kullanmaktadir (DalCorso et al. 2013). ilk yol bitki kklerinde benzer besin
katyonlarmin ve oksianyonlarin emilim igin rekabete girmesidir. Ornek olarak arsenat
(AsO43) ve fosfat (PO4%) oksianyonlar1 verilebilir (Vetterlein et al. 2007). ikinci etki
mekanizmasi agir metallerin siilthidril (-SH) gruplari ile etkilesime girmesidir. As, Cd ve
Pb proteinlerde bulunan siilfhidril gruplariyla reaksiyona girerek sistein rezidiilerine
baglanmakta ve enzimler de dahil olmak iizere bircok proteinin yapisi ve islevini
bozmaktadir. Ayrica Pb gibi bazi metaller de proteinlerin karboksil (-COOH) gruplariyla
etkilesime girerek benzer olumsuz etkilere sebep olabilmektedir (Morel et al. 1986; Quig
1998). Ugiincii yol Cu ve Zn gibi redoks aktif metallerin dogrudan fenton reaksiyonu ve
Haber-Weiss dongiisii yoluyla ROT iiretmesidir. Bunun yaninda Cd ve Pb gibi redoks
inaktif metaller ise 6zellikle Glutatyon (GSH) ve taurin gibi tiyol igeren antioksidanlar
ile enzimlere hasar vermektedir. Boylelikle oksidatif stresin indiiklenmesine neden
olabilmektedirler (Ercal et al. 2001; DalCorso 2012). Son etki mekanizmasi ise enzim ve
sinyal proteinlerindeki temel iyonlarin agir metal iyonlar1 ile yer degistirmesidir
(DalCorso et al. 2013). Cd ile Pb, kalsiyum (Ca*?) ve magnezyum (Mg*?) gibi iki
degerlige sahip minerallere kars1 biyofizikokimyasal olarak benzerlikleri nedeniyle onlar1
taklit etme ve belli bolgelerde onlarin yerini alma kapasitesine sahiptir (Witkowska et al.

2021). Cd’un Ca*? ile yer degistirmesi sonucunda hiicre sinyalizasyonunda gorev alan
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kalmoduline bagli fosfodiesteraz aktivitesinin inhibisyona ugradigi goézlemlenmistir
(Rivetta et al. 1997). Ayrica Pb’un protein kinaz C enzimindeki C2 domaininde Ca*2
baglanma motifinde meydana gelen etkilesimler yoluyla kinaz aktivitesinin

inhibisyonuna sebep oldugu bulunmustur (Sun et al. 1999).

Bitkiler maruz kaldig: ¢esitli stres faktorleri karsisinda bu streslere yanit verecek
birgok mekanizma gelistirmistir (Verma et al. 2013). Bitkiler agir metal alimi ve
birikimini kontrol ederek bu degisikliklere cevap verebilmektedir. Bu cevaplardan biri
bitkilerin hiicresel metal homeostazini ve detoksifikasyonunu saglamak igin fitoselatin ve
metallotiyonin gibi belirli ligandlar tarafindan agir metallerin selasyonu ve sekretasyonu
yapmasidir (Rauser 1999; Cobbett and Goldsbrough 2002). Bunun yaninda agir metal
toleransinda ABC (ATP baglanma kaseti) tasiyicilari, CDF (Katyon difiizyon
kolaylastiricisi) ve NRAMP (dogal direngle iliskili makrofaj proteinleri) gibi metal
tastyicilart da gorev almaktadir (Thomine et al. 2000; Blaudez et al. 2003; Huang et al.
2012). Ayrica yapilan g¢aligmalar sonucunda agir metal stresinde bZIP (bazik 16sin
fermuar), ERF (etilene duyarli faktér), MYB (miyeloblastoz protein) ve WRKY gibi
transkripsiyon faktorlerinin stres yanitlarinda transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi
evrelerde gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli roller aldig1 gosterilmistir (Huang et al.
2016; Tian et al. 2022; Xie et al. 2022; Khan et al. 2023). Agir metal stresi sonucu
meydana gelen oksidatif strese yanit olarak bitkiler enzimatik yol olan apoplast,
kloroplast, mitokondri, peroksizom ve sitozolde askorbat peroksidaz (APX),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon rediiktaz (GR) ve monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR) i¢eren askorbat-glutatyon dongiistine sahiptir. Ayrica kloroplastlarda
siiperoksit dismutaz (SOD) iceren su dongiisii ve peroksizomlarda katalaz (CAT)

tiretimine de sahiptir.

Bitkilerin gesitli stres kosullarina yanit olarak verdigi hiicresel tepkiler arasinda,
i¢ ice gecmis ve karmasik aglara sahip diizenleyici gen etkilesimleri yer almaktadir. Bu
tepkiler igerisinde transkripsiyon sonrasi diizenleyiciler olarak gorev alan miRNA (mikro
RNA)’lar ayrilmaz bir par¢adir (Budak et al. 2015). ncRNA (non-coding: kodlanmayan
RNA)’lar bitkiler arasinda korunmus olmalarina ragmen ayni abiyotik strese karsi her
bitkide ayni ifade profili sergilememektedir. Bazi ncRNA’lar dokuya 6zgii bir ifade

profili sergilerken bazilar1 ise belirli ¢evresel strese kars1 olduk¢a duyarhidir (Waititu et
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al. 2020). ncRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesi, proteinler ve diger ncRNA’lar ile
etkilesim gibi hiicre igerisinde farkli roller alabilmektedir. Ayrica bitki gelisim ve biyotik

strese yanit olarak pleiotropik etkiler gosterebilmektedir (Samarfard et al. 2022).

ncRNA’lar temel biyolojik siire¢lerde gorev alan housekeeping ncRNA’lar
(tRNA, rRNA, snRNA, snoRNA) ve diizenleyici ncRNA’lar (miRNA, siRNA, tsRNA,
circRNA, IncRNA) olmak iizere iki farkli sinifa ayrilmaktadir (Chao et al. 2022). Ayrica
diizenleyici ncRNA’lar uzunluklarina gore kii¢iik kodlanmayan RNA’lar (sncRNA, <200
nt) ve uzun kodlanmayan RNA’lar (IncRNA, >200 nt) olmak {lizere kategorize
edilebilmektedir (Yang et al. 2016). miRNA (mikroRNA), piRNA (piwi-etkilesimli
RNA) ve siRNA (kisa susturucu RNA) kiiciik kodlanmayan RNA’lar sinifina girerken
circRNA (sirkiiler RNA) ve IncRNA (uzun kodlanmayan RNA) ise uzun kodlanmayan
RNA’lar siifina girmektedir (Morris and Mattick 2014; Hombach and Kretz 2016).
Ancak bu smiflamanin igerisinde yer alan piRNA bitkilerde bulunmamaktadir. Bu
ncRNA’lara ek olarak tsRNA (tRNA’dan tiiretilmis kiigiik RNA) ve siRNA’lar; hci-
SiRNA (heterokromatik siRNA), nat-siRNA (dogal antisens transkript siRNA) ve ikincil
siRNA’lar da bulunmaktadir. ikincil siRNA’larin igerisinde ise siRNA’larin ikincil
yapilarindan olusan phasiRNA (asamali ikincil siRNA) ve tasiRNA (trans-etkili SIRNA)
gibi ncRNA’lar da bulunmaktadir (Axtell 2013; Komiya and Nonomura 2014; Morgado
and Johannes 2019; Chao et al. 2022).

Bitkilerde bulunan kiigiik RNA’lar sarmal yapilarina gore iki kisma ayrilir.
Bunlardan birincisi tek iplikli hairpin (sa¢ tokasi) RNA onciillerden {iretilen
hsRNA’lardir. Ikincisi ise ¢ift sarmalli RNA onciillerinden tiiretilen siRNA’lardir.
hsRNA’lar onemli kiiciik RNA {iyesi olan miRNA’lar1 meydana getirir (Axtell 2013;
Morgado and Johannes 2019). Bitkilerin gelisim siireclerindeki ihtiyaglara ve ¢evresel
stres elementlerinin meydana getirdigi zorluklara karst ncRNA biyogenezinin
gerceklestigi goriilmiistiir (Bhogireddy et al. 2021). Bitki miRNA’lar1 bitkilerin maruz
kaldig1 abiyotik stres yanitlarinda transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesi yolu ile
onemli bir isleve sahiptir (Begum 2022). miRNA’lar ¢igeklenme tipi, meristem yapisi ve
yaprak gelisimi gibi 6nemli bitki gelisim olaylarinin diizenlenmesinin kontroliinde kilit

roller oynamaktadir (D’ Ario et al. 2017).
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miR156, miR159, miR160, miR164, miR166, miR167, miR171, miR172,
miR390, miR395, miR398 ve miR399 gibi miRNA’lar bitki biiyiimesi ve gelisim
asamalarinda (Reinhart et al. 2002; Meng et al. 2010; Hong and Jackson 2015; Liang et
al. 2015; Wang et al. 2015; Wen et al. 2022), miR160, miR167, miR390, miR393,
miR396, miR477 gibi miRNA’lar hormon biyosentezi ve sinyal aglarinda (Rubio-
Somoza et al. 2009; Zhang et al. 2011; Tang et al. 2018; Tahir et al. 2022), miR156,
miR166, miR169, mirl72, miR408 ve miR417 gibi miRNA’lar ise ¢esitli abiyotik stres
yanitlarinda goérev almaktadir (Jung and Kang 2007; Zhao et al. 2007; Lee et al. 2010;
Yin et al. 2012; Ma et al. 2015; Yadav et al. 2023).

Cigekli bitkiler yasam dongiileri boyunca farkli biiylime asamalarindan
geemektedir. Eksojen ve endojen uyaranlar sayesinde bu asamalar arasindaki gecis
diizenlenmektedir. Bu gecis fotoperiyot, hormon biyosentezi ile sinyallesme, 151k kalitesi
ve ortam sicakligina bagli olarak gerceklesebilmektedir (Boss et al. 2004). Bitkilerde
¢imlenmeden sonra ¢i¢ek agmaya ve lireme yetenegini kazanmaya baslamadan once bitki
siirglinleri belirli bir vejetatif biliylime asamasindan geg¢mektedir. Bu gecisin dogru
zamanda saglanmasi bitki lireme basarisi i¢in bir zorunluluktur (Mathieu et al. 2009;
Amasino 2010; Huijser and Schmid 2011). Bitkilerdeki vejetatif asamadan {ireme
asamasina geciste bes ana yol bulunmaktadir. Bunlardan ilki glin uzunluguna bagli olarak
cigeklenme zamaninm diizenlendigi fotoperiyot yoludur. Ikinci yol elverissiz kosullar
sonucunda ¢igeklenme i¢in gerekli olan giberellik asit (GA) gereksiniminin karsilandigt
giberellin yoludur. Ugiincii yol bitkilerin diisiik sicakliga tepki verdigi ve sicaklik artis1
sonucunda ¢igeklenmenin meydana geldigi vernalizasyon yoludur. Dordiincii yol bitkinin
yaslanmaya bagli olarak c¢i¢eklenmeye basladigi yaslanma yoludur. Son yol ise
fotoperiyot ve vernalizasyon yollarindan bagimsiz olarak hareket eden otonom yoldur.
Cigeklenme Lokusu C (FLC), Cigeklenme Lokusu T (FT), LEAFY (LFY), Constans
(CO) ve Constans 1’in Asir1 Ifadesinin Baskilayicis1 (SOC1) genleri bu yollarin énemli
diizenleyici elemanlar1 arasinda yer almaktadir (Srikanth and Schmid 2011; Yamaguchi

and Abe 2012).

Fotoperiyodik yolda giin uzunluguna bagl olarak CO geninin ifadesi sonucunda
FT geni aktivasyonu ve sonunda ¢igeklenmenin meydana gelmesi yer almaktadir. Uzun

fotoperiyodik giinlerde Gigantea (GI) ve CO’nun ortak aktivitesi sonrasinda
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yapraklardaki FT ifadesi pozitif olarak diizenlenmektedir. CO’nun transkripsiyonu ise
giin 15181 ve sirkadiyen saat tarafindan kontrol edilmektedir. CO islevini fitokrom A
(PHYA)’nin destekleyici ve fitokrom B (PHYB)’nin baskilayic1 etkileri yardimiyla
gergeklestirmektedir. CO geni tarafindan indiiklenen FT ¢igeklenmenin baslatilmasi igin
yapraklardan siirgiin apikal meristemlerine (SAM) dogru hareket eden uzun bir sinyal
gorevi gormektedir. FT nin apikal meristeme taginmasi sonucunda burada Cigeklenme
Lokusu D (FD) ve SOCI1 araciligiyla meristem kimlik diizenleyicileri indiiklenmektedir
(Hepworth et al. 2002; An et al. 2004; Corbesier et al. 2007; Andrés and Coupland 2012;
Teotia and Tang 2015).

Vernalizasyon yolunda Vernalizasyon Duyarli 3 (VIN3), Vernalizasyon 1
(VRNL1), Vernalizasyon 2 (VRNZ2) ve FLC’nin yer aldig1 ve ¢igeklenmenin baskilanmasi
ile sonuglanan bir ¢igeklenme kontrol mekanizmasi bulunmaktadir. Soguga bagli olarak
aktiflesen VRN1, VRN2 ve VIN3 proteinleri FLC’nin baskilanmasini saglamaktadir.
Ayrica FLC geni diger ciceklenme yollarinda gorev alan FT ve SOC1°’1 baskilamaktadir.
FT’nin FLC tarafindan baskilanmasi sistemik sinyal olusumunu engellemekte ve
meristemdeki ¢iceklenme zamani geni olan SOC1’in ifadesinin baskilanmasina yol
acmaktadir. Ayrica ortam sicakliga bagli olarak aktiflesen Kisa Vejetatif Faz (SVP)
geninin de FT ve SOCI ifadesini negatif yonde diizenledigi bulunmustur. SVP geni
SOC1’1 baskilayarak vejetatif fazin siirdiiriilmesini saglamaktadir. Bu diizenleme
sirasinda FLC ile etkilesimli olarak calistigi tespit edilmistir (Hepworth et al. 2002;
Helliwell et al. 2006; Wood et al. 2006; Searle et al. 2006; Lee et al. 2007; De Lucia et
al. 2008; Li et al. 2008; Teotia and Tang 2015).

Otonom yolda bulunan FRIGIDA (FRI) FLC’nin ifade seviyesini yukar1 yonde
diizenlemektedir. Ayrica FCA, FPA ve FVE proteinleri FLC ifadesini baskilayici aktivite
gostererek ¢igeklenme kontroliinde gorev almaktadir. Otonom ve vernalizasyon
yollarinda FLC’nin aktivitesinin baskilanmas1 sonucunda hedefleri olan FT ve SOC1’in
aktivitesi pozitif olarak diizenlenir ve bu durum sonucunda ¢icek olusumunun baglamasi
icin gerekli olan meristem kimlik diizenleyicilerinin (LFY, AP1, AG ve SEP) ifadesi
tetiklenmektedir (Michaels and Amasino 1999; Geraldo et al. 2009; Amasino and
Michaels 2010; Andrés and Coupland 2012; Teotia and Tang 2015).
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Giberellin yolunda kisa giinlerdeki GA aktivitesinin ¢igek meristemindeki 6nemli
genlerden biri olan LFY ve SOCI genleri aktivitesinin artmasina yol a¢tig1 goriilmustiir.
Bu yoldaki bir diger 6nemli bilesen DELLA proteinidir. DELLA ¢i¢eklenme i¢in gerekli
olan giberellik asit ve onun etkiledigi FT ifade seviyelerinin kontroliinde bir baskilayici
olarak gorev almaktadir. DELLA geninin LFY ve SOC1’i baskilayarak ¢igeklenmeyi
geciktirdigi gosterilmistir (Blazquez et al. 1998; Moon et al. 2003; Achard et al. 2007;
Willige et al. 2007; Hisamatsu and King 2008).

Yaglanma yolunda ise miR156 ve miR172’nin hedef genleri yoluyla ¢igeklenme
stirecini yonetmesi yer almaktadir. miR 156 ifadesi bitkilerin genglik donemi ve gelisimi
icin oldukca gereklidir. Bitkiler yaslandik¢a miR156’nin ifade seviyelerinde bir azalig
meydana gelirken miR172’nin ifade seviyeleri giderek artmaktadir. SPL (SQUAMOSA
PROMOTOR BAGLAYICI PROTEIN BENZERI) genleri bu ifade profilini AP2
(APETALA 2) genini diizenleyerek yonetmektedir. miR172 hedefleri yoluyla (TOEL,
TOE2, TOE3 SMZ, SNZ) cigeklenme zamanini diizenleyebilmektedir. Bu genler FT ve
SOCI1 ifadesini etkileyebilmektedir (Jung et al. 2007; Mathieu et al. 2009; Wu et al. 2009;
Yamaguchi and Abe 2012). miR172’nin AP2 benzeri hedef genleri ¢igeklenme
baskilayicilar1 olarak gorev almaktadirlar. Bitkilerin erken gelisim evresinde ifade
seviyeleri yliksekken yetiskin evrede ifade seviyeleri diismekte ve ¢igeklenme tizerindeki

baskilar1 azalmaktadir (Aukerman and Sakai 2003; Chen 2004; Jung et al. 2007).

FT genlerinin uzun fotoperiyodik giinlerde SOC1 geni yardimiyla SPL3, SPL4 ve
SPLS5 genlerinin ifadesini pozitif yonde diizenlemektedir. Ayrica giberellin yolundaki GA
aracili SOC1’in de SPL3, SPL4 ve SPLS5 genlerinin aktivitesini arttirdig: tespit edilmistir
(Jung et al. 2012). Arabidopsis thaliana’da miR156’nin hedefi SPL3, SPL4 ve SPL5
genlerinin artan ifadesi sonrasinda miR172d ifadesinin arttig1 gozlemlenmistir (Jung et
al. 2011). Benzer sekilde Hordeum vulgare’deki mutant miR 172 hatlarinda SPL3, SPL13,
SPL15 ve SPL23 genlerinin de ifadeleri artmistir (Tripathi et al. 2018). Zea mays’da A.
thaliana SPL3, SPL4 ve SPL5’in homologu ZmSPL13 ve ZmSPL29 genlerinin Zm-
miR172C’yi aktive ederek geng fazdan yetigkin faza gegis i¢in GI15 ifadesini baskiladig:
bulunmustur (Yang et al. 2023). SPL genleri miR 156 tarafindan diisiik sicaklik ve bitkinin
gen¢ donemlerinde baskilanmaktadir. Bu nedenle SPL araciligiyla FT ifadesinin

aktivitesi ve c¢iceklenme zamani ayarlanmaktadir. Bitkinin yetiskin doneminde ise
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fotosentez yoluyla iiretilen sekerin bir sinyal olarak miR156 ifadesinin azalmasi ile
sonuglandigr bulunmustur (Kim et al. 2012; Yang et al. 2013; Yu et al. 2013; Kim and
Ahn 2014). Solanum tuberosum yapraklarina siikroz uygulamasi sonucunda miR172
ifadesinin indiiklendigi bulunmustur (Garg et al. 2021). Ayrica miR156’dan bagimsiz
olarak kisa fotoperiyotik giinlerde SOC1’in SPL genleri yoluyla giberrellin yollu
ciceklenmeyi tesvik ettigi tespit edilmistir. Uzun fotoperiyodik giinlerde ise FT ve FD
genlerinin SOCI1 ile ya da dogrudan SPL3, SPL4 ve SPL5 genlerini diizenledigi ve
fotoperiyotik cigeklenme yolunu kullandig1 ortaya ¢ikmistir. Ek olarak SPL3, SPL4 ve
SPLS5 genlerinin giberrellin yolunda LFY genini diizenledigi de bulunmustur. Ayrica
DELLA geninin ise SPL9’u baskilayarak ¢igeklenmeyi geciktirdigi de tespit edilmistir
(Jung et al. 2012; Yu et al. 2012). miR156’nin ifadesi SPL9’un pozitif ve SPL15’n
negatif diizenlemesi yoluyla kontrol edilmektedir. Ayrica AP2 ve AGL1S5 yoluyla da
pozitif olarak diizenlenmektedir. TOE1 ve TOE2 genleri SPL3, SPL4 ve SPL5 genlerini
baskilamaktadir. miR172, AP2 araciligiyla negatif olarak diizenlenirken TOE1 ve TOE2
ile pozitif olarak diizenlenmektedir. SPL3, TOE3’ii pozitif olarak diizenlemektedir.
Ayrica AP2 ve SMZ hem kendini hem de miR172 hedeflerini baskilayabilmektedir
(Teotia and Tang 2015). AP2, miR172b’ye baglanarak dogrudan ve miR 172 aktiflestirici
SPL9 ifadesini negatif olarak diizenleyerek dolayli olarak islem yapabilmektedir (Yant et
al. 2010). miR172’nin ifadesinin kontrolii SPL 9 ve SPL 10 tarafindan ger¢eklesmektedir
(Wu et al. 2009).

Dikotil bitkilerin ¢icekleri dort organ halkasi (sepal, petal, stamen, karpel)
seklinde diizenlenmektedir (Coen and Meyerowitz 1991; Meyerowitz et al. 1991). Bu
cicek kimligi A, B ve C transkripsiyon faktor siniflarinin koordinasyonlu faaliyetleriyle
olugmaktadir. A sinifi genler tek basina sepal olusumuna ve B sinifi genler ile birlikte
petal olusumuna yol agmaktadir. C sinifi genler ise tek basina karpel olusumuna ve B
sinift genler yardimiyla stamenlerin olusumuna sebep olmaktadir (Lohmann and Weigel
2002; Jack 2004; Krizek and Fletcher 2005). Istisna olarak bir A smifi iiyesi olan AP2
cicek gelisiminin dort asamasinda bulunmaktadir. Ancak miR172 karpel ve stamen
olusumu sirasinda AP2’yi baskilamaktadir (Chen 2004; Jack 2004).

miR172°nin hedefi AP2 ve benzeri genlerdir. miR172’nin yiiksek seviyedeki
ifadesi AP2’nin agag1 yonlii ifadesi ile iliskilidir. miR172’nin AP2’ye ek olarak TOE1 ve



1. GIRIS

TOE2 genlerini de hedef alarak ¢iceklenme zamaninin diizenlenmesinde goérev aldigi
bulunmustur. AP2 miR172 ifadesini dogrudan veya dolayli olarak asagi yonde
diizenleyebilmekledir (Aukerman and Sakai 2003; Chen 2004; Teotia and Tang 2015).
AP2 cigeklenme zamaninda transkripsiyonel bir baskilayici olmasinin yaninda oviil ile
tohum kabugu gelisimi ve ¢icek organi morfogenezi iizerine etkileri olan ¢ok yonlii bir
proteindir (Yant et al. 2010). Cigek gelisiminin kontrolit MADS-box transkripsiyon ailesi
tiyeleri tarafindan gerceklestirilmektedir (Ditta et al. 2004). AP2’nin miR156 ifadesini
arttirdigi ve miR172 ifadesini baskiladigi bulunmustur (Yant et al. 2010). miR172
bitkilerdeki faz gecisini diizenlemenin yan1 sira vejetatif organ olusumunu da kontrol
etmektedir. miR172’nin kdk yapisi, yaprak morfolojisi ve meyve biiyiimesi gibi olaylarda
etkili oldugu anlasilmistir (José Ripoll et al. 2015; Debernardi et al. 2017; Li et al. 2019;
Chung et al. 2020; Ma et al. 2020). Diisiik sicakliklarda SVP’nin artan ifade seviyesi
miR172’nin diisiik ifade seviyesi ile iliskilendirilmistir. Ayrica Magnolia x soulan-
geana’da vejetatif donemden ¢iceklenme donemine gegis sirasinda GA sinyallerine yanit
olarak MsSVP’nin asag1 yondeki ifadesinin 4 farkli miR172 gen ailesi iiyesinin ifadesini
indiikledigi tespit edilmistir (Cho et al. 2012; Sun et al. 2021). A. thaliana’da bitkilerin
genglik doneminde SPL ifade seviyelerinin diisiik olmasina ragmen miR172’nin bazal
seviyede ifade oldugu goriilmiistiir. Gelisimin bu asamalarinda miR172’nin ifadesinin
heniiz belirlenemeyen transkripsiyon faktorlerince diizenlendigi diisiiniilmektedir. Bes
miR172’nin de bulunmadig1 mutant hatlarda tohumdan yeni tohum iiretene kadar gegen
zamanin tamamlandig1 goriilmiistiir. Kusurlu fenotipik bulgular elde edilse de miR172’in
bitkilerin yasam dongiilerini tamamlamak igin gerekli olmadigi goriilmektedir (Lian et al.
2021). Kisa fotoperiyodik giinlerde miR172 gen ailesinin bir tiyesi olan miR172d siirgiin
apikal meristeminde ¢i¢eklenmeyi destekleyici ana bilesen olarak gorev almaktadir (Lian
et al. 2021; Zhang and Chen 2021). miR172, fotoperiyodik ¢igeklenme yolunda CO’dan
bagimsiz olarak Gl ile diizenlenmektedir. miR172, hedef genleri yardimiyla FT nin
ifadesini pozitif ve FLC’nin ifadesini negatif olarak diizenlemektedir. miR172, FT’yi
hedefleri olan TOE1, SMZ ve SNZ yoluyla diizenleyebilmektedir. Ayrica miR172 hedef
genleri AP2 ve benzeri genler DELLA ifadesini yukar1 yonde diizenler ve sonucunda
FT’nin ifadesi asag1 yonde diizenlenebilmektedir (Yant et al. 2010; Teotia and Tang
2015).
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Tuz ve kuraklik stresi altinda miR156’nin ifade seviyesinin uzun siire boyunca
yiiksek seviyelerde kaldig1 ve SPL9 yoluyla SOC1 seviyelerinin azaltildigi goriilmiistiir.
Bu durumun abiyotik stres durumunda bitkinin tolerans saglamak amaciyla miR156-SPL
modiilasyonu yoluna basvurdugunu diisiindiirmiistiir (Cui et al. 2014). Soguk stresine
altindaki Malus domestica’da miR172’nin asir1 ifade ettirildigi transgenik hatlarda
kontrol grubuna gore yiiksek biiyiime hizi, diisiik H,O, miktari, artan SOD ve CAT
aktiviteleri tespit edilmistir (Shen et al. 2023). Oryza sativa’da tuz stresi altinda
miR172a’nin asir1 ifade edildigi transgenik hatlarda degisen tuz stresi dozlarina tolerans
kazandig1 goriilmiistiir. miR 172 nin az ifade oldugu hatlarda ise tuz stresine hassas hatlar
elde edilmistir (Cheng et al. 2021). Yiiksek sicaklik stresine toleransli Gossypium
hirsutum anterindeki ghr-miR172 ifadesi 6nemli 6lgiide asagi yonlii diizenlenirken ghr-
novel-miR172b-5p artan ifade profili sergilemistir (Chen et al. 2020). Kuraklik stresine
maruz kalmis Triticum aestivum’taki miRNA tepkilerinin analizi sonucunda kurakliga
toleranshi ¢esitteki miR172’nin kurakliga duyarli ¢eside gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Akdogan et al. 2016). miR172 ¢esitli abiyotik stres yanitlarinda énemli

roller aldig1 ve bu streslerin toleransinda etkili olabilecegi goriilmektedir.

Ayrica miR172 gen ailesi iiyelerinin ifade profili As (Srivastava et al. 2013), Cu
(Jiu et al. 2019), Hg (Zhou et al. 2012), Cd (Ebrahimi Khaksefidi et al. 2015; Kouhi et al.
2020), Cr (Bukhari et al. 2015) ve Pb (He et al. 2014) agir metalleri altinda incelenmistir.
Cesitli agir metallere farkli tepkiler veren miR172 hakkinda daha fazla arastirmaya
ithtiyag¢ vardir.

Agir metal stresi abiyotik stres faktorleri arasinda miicadelesi en zor stres
faktorlerinden biridir. Bitkisel {irlin verimini olumsuz sekilde etkilemesinin yani sira
insan saglig1 agisindan da ciddi riskler olusturmaktadir. Yaklasan gida problemine kars1
onemli bir ¢6ziim olarak goriilen fasulye tiretimi dogaya insan kaynakli miidahalenin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan bu stres faktdriinden etkilenmektedir. Bitkinin maruz kaldig:
bu sorunun ¢oziimiinde stres toleransinda etkili bir ara¢ olarak gorev alan miRNA’lar ve
rolleri hakkinda bircok calisma yapilmistir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda ayni
miRNA’larin farkli agir metal stres ve dozlarina kars1 degisen ifade profili gosterdigi
bulunmustur. Ancak bitki biiyiimesi ve gelisim siireglerinde énemli gorevleri bulunan

miR172 gen ailesinin agir metal stresinde rolleri ile alakali yeterli calisma
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bulunmamaktadir. Gergeklestirilen literatiir taramasi sonucunda daha Once yapilan
calismalarda fasulyede miR172 gen ailesinin As, Cd, Ni ve Pb agir metal streslerindeki
rolii hakkinda herhangi bir ¢caligma tespit edilememistir. Fasulyede yalnizca miR172’nin
Mn toksisitesi altindaki ifade durumu incelenmistir (Valdés-Lopez et al. 2010). Ancak bu
calismada miR172’nin bitkinin sadece nodiil ve ¢igcek gibi dokularinda ifadesi oldugu
diger dokularda ise ifadesinin ya ¢ok az ya da hi¢ olmadigi tespit edilmistir. miRNA’lar
tire ve ¢eside gore farkli ifade seviyelerine sahip olabilmektedir. Dolayis1 ile 6zellikle
miR172 gen ailesinin farkli agir metal stresleri altindaki etkileri hakkinda yeterli bilgiye
sahip olunmadig: tespit edilmis olup bu ¢aligmada ¢esitli veri tabanlari ve biyoinformatik
araglar kullanilarak P. vulgaris miR172 gen ailesinin genom ¢apli karakterizasyonun
yapilmasi ve As, Cd, Ni ve Pb agir metallerinin molekiiler diizeyde miR172 geni ailesi
tiyeleri ve hedef genlerinin ifade seviyelerinin yaprak dokusunda meydana getirdigi

degisimin tespiti amaglanmugtir.
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miRNA’nin kesfi Caenorhabditis elegans’da gelisim zamaninin kontroliinde
gorev alan lin-4 tanimlanmasi ile baglamistir (Lee et al. 1993). 2000’11 yillarin basinda
yine C. elegans’da tanimlanan ikinci miRNA olan let-7’nin kesfi ve bu miRNA ’nin tiirler
arasinda korundugunun bulunmasi ile miRNA’lar ile ilgili ¢aligmalar hiz kazanmistir
(Reinhart et al. 2000; Almeida et al. 2011;). 2002 yilina gelindiginde ise bitkilerdeki
miRNAlar ile alakali ilk ¢alismalar gergeklestirilmistir (Llave et al. 2002a; Llave et al.
2002b; Mallory et al. 2002; Marker et al. 2002; Park et al. 2002; Reinhart et al. 2002).

Bitkilerdeki miRNA’lar ile alakali yapilan ilk ¢alismalarin birinde A. thalina’da
miR 172, AP2 geninin tamamlayicisi olarak tanimlanmistir (Park et al. 2002). Daha sonra
miR172’nin asir1 ifadesi sonucunda c¢iceklenmede kusurlar meydana geldigi tespit
edilmistir (Aukerman and Sakai 2003). Ardindan ¢igeklenme zamaninin
diizenlenmesinde gorevli GI geni tarafindan diizenlenen miR172’nin CO geni olmadan
da FT’yi indiikleyerek fotoperiyodik c¢iceklenmeyi diizenleyebildigi bulunmustur.
miR172’in artan ifadesi TOE1 ve TOE2 nin ifadesinin azalmasi ve FT seviyelerin artmasi
ile iliskili bulunmustur (Jung et al. 2007). Daha sonra ¢igeklenme zamaninin kontroliinde
islevsel olarak karakterize edilen miR156’nin mutant Z. mays’da erken gelisim
donemlerinde yiiksek seviyede ifade profili gosterdigi ve miR172’nin ise diisiik seviyede
oldugu bulunmustur (Chuck et al. 2007). Bu baglantinin ¢icekli bitkilerde bitkinin geng
doneminden yetiskin donemine faz gecisini sagladigi kesfedilmistir. Bu iki miRNA’nin
SPL genleri yardimziyla birbirleri ile koordineli sekilde hareket ettigi bulunmustur (Wu et
al. 2009). O. sativa’da miR172’nin asir1 ifadesinin etkilerinin incelendigi bir ¢alismada
miR172b’nin artan ifadesinin ¢igek ve tohum gelisiminde kusurlar meydana getirdigi
goriilmiistiir (Zhu et al. 2009). Ciceklenmenin kontroliine miR172’in hedeflerinden biri
olan AP2 benzeri transkripsiyon faktorii SMZ’nin ¢i¢eklenmenin baskilanmasinda gorev
aldig1 tespit edilmistir (Mathieu et al. 2009). AP2’nin SPL’leri baskilayarak miR156’y1
pozitif yonde ve miR172’yi ise negatif olarak diizenledigi tespit edilmistir (Yant et al.
2010). A. thaliana’da ¢imlenmeden sonraki asamalarda miR172a ve mir172b’nin SPL13
geninin asirt birikmesi sonucunda indiiklendigi gézlemlenmistir. Ayrica hedeflerin biri
olan SCHNARCHZAPFEN (SNZ) geninin asag1 yonde ifade gosterdigi bulunmustur
(Martin et al. 2010).
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Cilekteki miRNA’lar1 tespit etmek i¢in gerceklestirilen bir calismada miR172’nin
yaprak dokularinda kok ve siirgiin dokularina gore daha yiiksek seviyede ifade oldugu
bulunmustur (Li et al. 2012). miR172’nin ¢i¢ceklenme i¢in énemli olan degisen ortam
sicakliga bagli olarak yanitlar verdigi bulunmustur. FCA proteinin 23°C’de artan miR172
icin gerekli oldugu tespit edilmistir (Jung et al. 2012). Ayrica diislik sicakliklarda
miR172’nin diisiik ifade seviyesi artan SVP proteini ile iligkilendirilmistir (Cho et al.
2012). DELLA proteininin SPL9 ile etkilesimi sonrasinda miR172 ifadesinin
diizenlenebildigi kesfedilmistir (Yu et al. 2012). Asir1 ifade edilen ve yiiksek ATP ile
seker icerigine sahip A. thaliana hatlarinda miR172’nin artan seviyede bulundugu
gozlemlenmistir (Liang et al. 2014). Nicotiana tabacum’da dokuya 06zgii incelenen
miRNA ifade seviyeleri sonucunda miR172’nin en ¢ok sirasiyla yasgh yapraklar, stigma-
stil, sepal ve gen¢ yapraklarda bulundugu tespit edilmistir (Burklew et al. 2014). P.
vulgaris’deki miR172¢’nin rizobiyal enfeksiyon ve nodiilasyonda diizenleyici gorevleri
oldugu bulunmustur. Ayrica miR172¢’nin kok gelisimini destekleyici etkilerinin de
oldugu gortlmistiir (Nova-Franco et al. 2015). A. thaliana’da bitkilerin biiylime ve
gelisimi icin gerekli karbon, kiikiirt ve azot eksikligi sonucunda miRNA tepkileri
incelenmis ve miR172c ve miR172d’nin karbon eksikliginde ifadesi asagi yonde
diizenlenirken azot eksikliginde miR172¢c ve miR172e yukar1 yonde diizenlenmistir
(Liang et al. 2015).

miR172 ailesinin Glycine max’taki bir iiyesi olan gma-miR172a’in transgenik
olarak A. thaliana’da asir1 ifade ettirilmesi sonucunda AP1, FT ve LFY ifadesini arttirarak
erken ¢igeklenmeye sebep oldugu bulunmustur. Ayrica gma-miR172a ifadesinin bir Gl
ortologu GmGla tarafindan diizenlendigi tespit edilmistir (Wang et al. 2016). Bitkiler
patojenlere kars1 dogustan gelen bagisiklik tepkileri verebilmektedir. Bu patojenlerin
taninmasinda gérev olan FLS2 reseptoriiniin miR172b ve hedefleri olan TOE1L ile TOE2
tarafindan bitki yasina bagl olarak diizenlendigi bulunmustur (Zou et al. 2020) O.
sativa’da gen hedefleme (GT) yontemiyle miR172’nin hedef genlerinden biri olan ve
ciceklenmede gorev alan Clyl geninde baz modifikasyonlar1 yaparak miRNA nin hedef
genlere baglanmasini engelleyen bir ¢alisma yapilmigtir. miR172’nin Cly1’i ifadesini
asag1 yonde diizenledigi ve bu durumun da ¢icek kapanmasina yol a¢tigi i¢in miR172’nin
Cly1’idiizenlenmesini engelleyerek agik ¢iceklenme sonucunda mahsul verimini arttirma

planlanmistir (Ohtsuki et al. 2021).
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S. tuberosum yapraklarina siikroz uygulamasi sonucunda miR172 ifadesinin
indiiklendigi bulunmustur (Garg et al. 2021). G. max’da bir circular RNA olan Circ-
GmCCR2’nin miR172’yi hedefledigi ve ifadesini azaltabildigi bulunmustur. Circ-
GmMCCR2’nin agag1 yonde diizenlenmis ifadesi miR 172 ifadesini arttirirken hedefleri olan
AP2 ve TOE1’in ifadesinin baskilanmasi ve bunun sonucunda FT ifadesinin yukar1 yonde
diizenlenmesini yol agarak c¢i¢eklenme gecisini diizenleyebilmektedir (Babaei et al.
2023). A. thaliana’da miR156-miR172 agmin yiiksek CO2 konsantrasyonunda
ciceklenme siiresini hizlandirdig1 tespit edilmistir (Zhang et al. 2023). Soganh bir siis
bitkisi olan Lilium sp. tohumunun ticari olarak elde edilmesi igin uzun siireler
gerekmektedir. miR172e’nin agir1 ifade ettirildigi hatlarda bu siirenin kisaltilabilecegi

goriilmiistiir (Feng et al. 2023).

mirl72’nin ¢esitli biyotik ve abiyotik stresler altindaki roliinli arastiran ilk
calismada A. thalina’da farkli streslere karst miRNA’larin ifadeleri analiz edilmis ve
sonucunda miR172’nin diisiik sicaklikta artan ifade gosterdigi bulunmustur (Liu et al.
2008). Brachypodium distachyon’daki soguk muamelesi sonucunda miR 172b’nin ifadesi
yukari yonde artis gostermistir (Zhang et al. 2009). A. thaliana’da dort miR172 ailesi
tiyesinin ifadesinin de (miR172a, miR172b, miR172¢, miR172¢) sicaklia yanit olarak
16°C ve 23°C’de de yukar1 yonde diizenlendigi tespit edilmistir (Lee et al. 2010).
Kuraklik stresi altindaki O. sativa’da miR172’nin ifadesi asag1 yonlii diizenlemistir (Zhou
et al. 2010). Solanum lycopersicum’da yaprak kivrilma viriisiine maruz kalmis bitkilerde
miR172’nin biriktigi gdzlemlenmistir (Naqvi et al. 2010). P. vulgaris’de Mn toksisite
sirasinda miRNA yanitlarinin incelendigi bir ¢alismada miR172 ifadesinin arttig1 tespit
edilmistir (Valdés-Lopez et al. 2010). Kuraklik stresine maruz kalmis S. tuberosum’da

stu-miR172c ve stu-miR172d artan bir ifade profili sergilemistir (Hwang et al. 2011).

As stresine maruz kalmig Brassica juncea’da miR172a, miR172¢ ve miR172d
ifadesi yukar1 yonlii olarak diizenlenmistir (Srivastava et al. 2013). Kuraklik stresine
maruz kalmig A. thaliana’daki miR172’nin ifadesinin arttig1 ve stres altinda TOE1 genini
baskiladig1 goriilmiistiir (Han et al. 2013). Su eksikligine maruz kalmis Ipomoea
campanulata ve Jacquemontia pentantha’da miR172 genlerinin zit ifade profili
gosterdigi tespit edilmistir. I. campanulata miR172 geni su eksikligine kars: diisiik ifade

seviyesi gosterirken J. pentantha geni artan ifade seviyesi gostermistir (Ghorecha et al.
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2014). T. aestivum’da ti¢ farkli strese (kuraklik, tuz ve soguk) yanit veren miRNA’larin
ifade profilleri arastirilmistir. Yapilan analiz sonucunda miR172 ifadesinin tiim stres
kosullarinda yukar1 yonde diizenlendigi bulunmustur (Gupta et al. 2014). Pb muamelesi
sonrasinda G. hirsutum’daki miRNA yanitlarinin incelendigi bir ¢alismada miR172
ifadesinin yaprak dokusunda artan Pb dozlarina bagli olarak artis gosterdigi bulunmustur.

Kokler ise doza bagli olarak azalan bir ifade profili sergilemistir (He et al. 2014).

Kuraklik ve tuz stresine maruz kalmis G. hirsutum’daki miRNA ifade profillerinin
incelendigi bir diger ¢alismada ise ghr-miR172a, ghr-miR172b, ghr-miR172c ve ghr-
MiR172f miRNA’larinin diisiik ifade profili gosterdigi bulunmustur (Xie et al. 2015).
Soguk stresine maruz kalmis S. lycopersicum’daki bazi miRNA’larin yanitlariin
incelendigi bir calismada miR172’nin en yiiksek ifade diizeyine sahip bir yanit verdigi
ortaya ¢ikmustir (Koc et al. 2015). Dort farkli stres uygulamasina (Cd, kuraklik, sicaklik
ve tuz) maruz kalmis H. annuus’taki bazi miRNA’larin stresler karsisindaki ifade
profilleri incelenmistir. Yaprak dokularindaki miR172’nin ifadesi kuraklik stresinde
negatif olarak diizenlenmistir. Sicaklik stresi uygulamasinin 3.ve 6. saatinde hem kdk
hem de yaprak dokularindaki miR172’nin ifadesi asag1 yonde diizenlenmistir. Tuz stresi
uygulamasinda miR172’nin ifadesinde anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Cd
uygulamasinda ise miR172 hem yaprak hem de kok dokularinda artan ifade profili
sergilemistir (Ebrahimi Khaksefidi et al. 2015). Cr stresi altindaki N. tabacum’da hassas
ve dayanikli ¢esitler arasinda miRNA ifade farkliliklarinin arastirildigi bir ¢alismada
miR172a ve miR172f her iki genotipte de yiiksek seviyede ifade olurken miR172c-e ve
miR172g yalnizca hassas genotipte artan ifade profili sergilemistir (Bukhari et al. 2015).

Fungus patojenitesine maruz kalmis Pectoralis minor’taki miRNA’larin ifade
durumlari incelenmis ve miR172a ile miR1721’nin ifadesinin yukari1 yonde diizenlendigi
bulunmustur (Samad et al. 2016). miR172 ailesinin G. max’taki bir iiyesi olan gma-
MiR172¢’in su eksikligi ve tuz stresi altinda asir1 ifade oldugu tespit edilmistir. gma-
mMiR172c’nin transgenik olarak A. thaliana’da asir1 ifade ettirilmesi sonucunda bitkilerde
su kaybinin azaldig1 ve stres altinda hayat kalan bitki sayisinin arttig1 gortilmustiir. Stres
altinda gma-miR172c¢ nin asir1 ifade ettirildigi bitkilerde SOD aktivitesinin kontrole gore
daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu nedenle miR172’nin toleransi arttirici olarak

degerlendirilebilecegi diisiintilmiistiir (Li et al. 2016). Kuraklik stresine maruz kalmig T.
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aestivum’taki miRNA tepkilerinin analizi sonucunda kurakliga toleransli cesitteki
miR172’nin kurakliga duyarli ¢eside gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (Akdogan et
al. 2016). Kuraklik stresi altindaki L. esculentum’da sly-miR172a ifadesi yukar1 y6nde
diizenlenmistir (Cakir et al. 2016). B. napus’ta tuz ve kuraklik stresine yanit olarak tohum
¢imlenmesinde miRNA’larin rolleri arastiritlmis ve miR172d’nin 6nemli dlgiide yukari

yonde diizenlendigi bulunmustur (Jian et al. 2016).

Kuraklik stresine maruz kalmis Morus alba’daki miRNA ifadelerinin incelendigi
calismada miR 172 nin ifadesi kontrole gore artmistir. En yiiksek artis kuraklik stresinin
15.giiniinde olmustur. Daha sonra 5. giinde ve en az artis 10. giinde meydana gelmistir
(Lietal. 2017). J. pentantha’da kuraklik stresi altinda miR 172 nin ifadesi artan bir profil
sergilemistir (Ghorecha et al. 2017). Fungal bir patojenle muamele edilmis S.
lycopersicum’da transgenik miR172a ve miR172b’nin asir1 seviyedeki ifadesi enfeksiyon
etkilerini azaltarak hastaliga direng kazandirici bir etki gostermistir. Transgenik hatlarda
SOD ve POD aktivitelerinin arttigi goriilmiistiir (Luan et al. 2018). Kuraklik stresi
altindaki Echinacea purpurea’nin yapraklarinda miR172 ifadesi azalis gostermistir
(Moradi and Khalili 2018). Soguk stresine maruz kalmis Musa itinerans’te mit-miR172a,
mit-miR172b, mit-miR172c ve mit-miR172e ifadeleri kontrole kiyasla 6nemli derece artis

gostermistir (Liu et al. 2018).

Bor (B) toksisitesi sonrasinda A. thaliana’daki miR172’nin ImM H3BOs altinda
ifadesinin 6nemli 6lgiide arttigi bulunmustur. Ancak 3mM H3BOs dozunda miR172
ifadesi kontrole gore artmis olsa da ImM H3BO3 altindaki ifadeden oldukga diisiik ifade
profili sergilemistir (Kayihan et al. 2019). Farkli PVY viriisleri ile enfekte edilmis N.
tabacum orneklerinde miRNA’larin degisimlerinin incelendigi diger bir ¢alismada nat-
miR172a, nat-miR172e, nat-miR172u, nat-miR172x ve nat-miR172y miRNA’ larinin
seviyeleri 3 farkli PVY susunda da enfeksiyondan 14 giin sonra yukari yonde
diizenlenirken nat-miR172h, nat-miR172f ve nat-miR172w miRNA’larinin 2 farkl susta
ve nat-miR172] miRNA’smin ise ifadesi yalnizca bir susta yukari diizenlendigi
bulunmusgtur. nat-miR172i ve nat-miR172r miRNA’lar1 ise herhangi bir anlamli ifade
degisimi gostermemistir. miR172 hedeflerinden olan TOE3 ise asagi yonde
diizenlenmistir (Yin et al. 2019). CGMMYV viriisiiniin enfeksiyonu sonucunda Cucumis

sativus’da gergeklestirilen mikrodizi analizinde 6nemli 6l¢iide ifadesi degisen miRNA’lar
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incelenmis ve miR172’nin ifadesi yaprakta kontrole gore enfeksiyondan sonraki 21 ve
35. giliniin sonunda artarken 1., 7., 14., 28. ve 42. giin sonunda azalmistir. En ¢ok azalma
42. giin sonunda goriiliirken en ¢ok artis 35. giin sonunda olmustur. Benzer sonuglar
govde de goriiliirken kok dokularinda kontrole gore azalmalar meydana gelmistir (Liang
et al. 2019). Cu stresine maruz kalmis Vitis vinifera’da wi-miR172d ifadesi bakir

maruziyeti siiresi artmasina bagli olarak azalis gostermistir (Jiu et al. 2019).

Yiiksek sicaklik stresine toleransli G. hirsutum anterindeki ghr-miR172 ifadesi
onemli Ol¢iide asagi yonli diizenlenirken ghr-novel-miR172b-5p artan ifade profili
sergilemistir (Chen et al. 2020). Cesitli abiyotik stresler altinda (Cd, kuraklik, tuz, sicaklik
ve) Carthamus tinctorius kok ve yaprak dokularinda bulunan miRNA’larin tepkilerinin
arastirildigt bir ¢alismada miR172 kuraklik stresi altinda pozitif, sicaklik stresi altinda
negatif, tuz stresi altinda negatif ifade profili sergilemistir. Cd stresinde ise yaprak
dokusunda 5 uM dozda pozitif ifade diizeyi gosterirken 20 uM dozda negatif ifade diizeyi
sergilemistir. Kok dokusunda ise her iki dozda da pozitif bir ifade seviye gostermistir.
Cogunlukla SPL ifadesi miR172 ile benzer ifade profilleri sergilerken miR156 ile zit
patern gostermistir (Kouhi et al. 2020). Medicago sativa’da tuz stresi sirasinda miRNA
yanitlarini incelemek i¢in tuz stresine toleransli bir gesit ile kontrol grubu arasindaki ifade
profillerinin karsilastirildig: bir calismada miR172’nin toleransh ¢esitte daha fazla ifade

oldugu goriilmiistir (Ma et al. 2020).

Al toksisitesine maruz kalmig Cricosaurus grandis koklerinde csi-miR172b ve
csi-miR172d miRNA’lariin ifadesi asagi yonde diizenlenmistir (Zhou et al. 2020). B
toksisitesine maruz kalmig toleransli T. aestivum ¢esidinde miR172’nin ImM ve 3mM
H3BOs3 altinda ifadesinin kontrole gére dnemli 6l¢iide artti§i bulunmustur. Hassas ¢esitte
ise miR 172 nin ifadesi ImM H3BOs3 altinda azalirken 3mM H3BOs3 altinda sabit kalmistir.
miR172 hedefi TOE1’in ifadesi toleransh g¢esitte 1mM H3BO3 dozunda artarken 3mM
HsBOs dozunda azalmistir. Hassas ¢esitte ise TOE1’in ifadesi her iki dozda da 6nemli
oOl¢iide artis gostermistir (Kaythan et al. 2021). O. sativa’da tuz stresi altinda miR172a’nin
ifadesi Onemli Ol¢lide artmistir. Bunun iizerine miR172a’nin asir1 ifade edildigi
transgenik hatlar elde edilmis ve bu hatlarin degisen tuz stresi dozlara toleransli oldugu
goriilmiistiir. Ayrica miR172°nin hedef taklidi yoluyla az ifade oldugu hatlar gelistirilmis
ve bu hatlarin tuz stresine hassas oldugu tespit edilmistir (Cheng et al. 2021).
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Kuraklik stresi altindaki Papaver glaucum’da Pg-miR172 ifadesi artan ifade
profili sergilemistir (Palakolanu et al. 2022). Soguk stresine maruz kalmig M.
domestica’da miR 172 ifadesinin kontrol grubuna gore artis gosterdigi belirlenmistir. Bu
sonuglar sonrasinda miR172’nin asir1 ifade ettirildigi transgenik hatlar elde edilmis ve bu
hatlarin kontrol grubuna gore yiiksek biliytime hizi, diisiikk H2O2 miktari, artan SOD ve
CAT aktiviteleri bulundugu tespit edilmistir (Shen et al. 2023). Cicer arietinum’da
sicaklik stresine hassas ve dayanikli ¢esitler arasinda miR172 ifadesi karsilastirilmis ve
dayanikli gesitte daha fazla ifade oldugu goriilmistiir (Juneja et al. 2023). Tuz stresine
maruz kalmig Xanthoceras sorbifolium’da miR172’in ifadesi yaprak dokusunda basta
artis gosterirken NaCl konsantrasyonu arttik¢a azalmistir. Kok dokusunda ise dnce azalig

gosterirken NaCl konsantrasyonu arttikca artis gostermistir (Li et al. 2023).
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3.1. Fasulyedeki miR172 Gen Ailesinin Tanimlanmasi

Fasulyedeki miR172 gen ailesi iiyelerinin sekans bilgileri SRNAanno ve PmiREN
2.0 veri tabanindan elde edilmistir (Chen et al. 2021; Guo et al. 2022). miR172 gen ailesi
tiyelerinin fasulye kromozomlarindaki konumlari1 Phytozome v13 (Goodstein et al. 2012)
veri tabaninda yer alan BLAST aract yardimiyla P. vulgaris (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/info/PvulgarisS 593 v1 1) genomu iizerinde taranmustir. Elde edilen
kromozom bilgileri MG2C v2.1 web araci kullanilarak gorsellestirilmistir (Chao et al.
2021). Pvul-miR172 gen ailesi iyelerinin ikincil yapilarini tahmin etmek igin
RNAfoldWebServer (Lorenz et al. 2011) web aract kullanilmistir.

3.2. Pvul-miR172 Gen Ailesi Uyelerinin Korunmusluk Diizeyi ve Filogenetik Analizi

Pvul-mir172 gen ailesi iiyelerinin olgun dizi bilgileri kullanilarak TBtools (Chen
et al. 2023) programinda yer alan Seqlogo araciyla korunmus bdlgeler
gorsellestirilmistir. A. thaliana, G. max, M. truncatula, O. sativa, P. vulgaris, Vigna
radiata ve Z. mays mirl72 genlerinin 6ncii dizileri SRNAanno (Chen et al. 2021) veri
tabanindan elde edilmistir. Elde edilen diziler ClustalW araci (Thompson et al. 1997)
kullanilarak hizalanmig ardindan MEGA 11 (Tamura et al. 2021) programinda yer alan
Maximum Olabilirlik Tahmini yéntemi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur.
Olusturulan filogenetik aga¢ Evolview v2 (He et al. 2016) web aracit yardimiyla

gorsellestirilmistir.

3.3. Pvul-miR172 Gen Ailesi Uyelerinin Diizenleyici Element Analizi

Pvul-mirl72 gen ailesi iiyelerinin oncii dizilerinin 2000 bp’lik st akis bolgesi
PmiREN (Guo et al. 2022) veri tabanindan alinmistir. Bu genlerin promotdr bolgesindeki
cis-etkili diizenleyici elementleri tahmin etmek igin PlantCARE (Lescot et al. 2002) veri

tabani kullanilmistir.
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3.4. Pvul-miR172 Gen Ailesi Uyelerinin Hedef Genlerinin GO Analizi

Pvul-mirl72 gen ailesi iiyelerinin hedef genlerinin protein dizileri kullanilarak
EGGNOG-MAPPER (Cantalapiedra et al. 2021) web aracinda GO analizi
gergeklestirilmistir. Ek olarak hedef genlerin Phytozome v13 (Goodstein et al. 2012) veri
tabaninda yer alan GO bilgileri de alinmistir. Tiim sonuglar birlestirilerek son bir GO

analiz sonucu olusturulmustur.

3.5. Cahismada Kullanilacak Bitki Materyalinin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak bitki materyalini tespit etmek icin Giimiishane ilinden
toplanmis ve teksel seleksiyon yoluyla saflastirilmis olan 29 adet fasulye genotipi
kullanilmistir. Toleransli ve hassas genotiplerin belirlenmesi icin As, Cd Ni ve Pb
elementleri yar1 maksimal etkili konsantrasyonda (ECso) ve toksik dozda kullanilarak 6n
deneme yapilmustir. Stres uygulamalar1 kapsaminda genotiplere ait tohumlar 5 dakika
sireyle %1°’lik NaOCI igeren ¢ozeltide yilizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur.
Genotipler 1/4 Hoagland (Hoagland and Arnon 1950) bazal tuz ¢ozeltisi ve agir metal
dozlar verilerek petri kaplarinda c¢ift kat kurutma kagidi kullanilarak ¢imlendirmeye tabi
tutulmuglardir. Bu amagla agir metal karisimlar belirtilen dozlarda (0 ve 30 mg/l As, 0
ve 300 mg/l Cd, 0 ve 900 mg/l N1, 0 ve 500 mg/l Pb) hazirlanmistir. Tiim petriler 25°C
sicaklikta 250 mmol 16/8 saat fotoperiyotta bitki biiylitme odasinda kontrollii kosullarda
7 giin siireyle ¢imlendirme islemine tabi tutularak As, Cd, Ni ve Pb i¢gin belirlenen agir
metal dozlar1 uygulanmistir. Yedi giiniin sonunda genotiplerde fenotipik olarak
degisimler gézlemlenmistir. Bu gozlemler sonunda dort agir metal ve her bir metal dozu

icin toleranslh ve hassas genotipler belirlenmistir.

3.6. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Stres Uygulamalar:

Calisma i¢in toleransli (G68) ve hassas (G53) genotiplere ait tohumlar 70x50x15
cm boyutlarindaki perlit iceren ¢imlendirme kaplarinda 25°C sicaklikta 250 mmol 16
saatlik fotoperiyota sahip bitki biiylitme odasindaki kontrollii kosullar altinda 3 yaprakl
doneme kadar biiyiitiilmiistiir. Bu doneme kadar bitkilere her 2 giinde bir 1/4 Hoagland

soliisyonu ile esit miktarlarda sulama yapilmistir. Ug yaprakli ddneme gelen ve fenotipik
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olarak birbirlerine benzerlik gosteren en saglikli bitkiler segilerek hidroponik ortama
aktarilmistir. Segilen fideler 1/4 Hoagland ¢ozeltisi igeren 1 L’lik hidroponik ortamda 5
yaprakli doneme kadar yetistirilmistir. Bes yaprakli doneme gelen bitkilere 50 mM
dozunda As, Cd, Ni ve Pb agir metalleri uygulanmistir. Yedi giinliik uygulama sonunda
molekiiler analiz i¢in yaprak Ornekleri alinmistir. Molekiiler analiz i¢in bitki doku
ornekleri sivi azot yardimiyla alinarak RNA izolasyon g¢alismalart yapilincaya kadar -
80°C’de muhafaza edilmistir. Tim denemeler iklim odasinda 24+1°C ve 16/8 saat
karanlik fotoperiyot kosullarinda gergeklestirilmistir. Tiim denemeler 3 tekerrtirlii olarak

ve her tekerriirde 10 bitki olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.7. Bitkilerden RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

3.7.1. Toplam RNA izolasyonu

RNA izolasyonu isleminden dnce %]1’lik NaOCl c¢ozeltisi ve %0,1’lik DEPC
cozeltisi ile kullanilacak materyallerin ve ortamin sterilizasyonu yapilmistir. Ardindan
agir metal stresine maruz kalmig fasulye 6rneklerinin yapraklari 6nceden sogutulan havan
icerisine alinarak sivi azot yardimu ile iyice ezilmistir. Ezme isleminden sonra 100 mg
tartilan bitki 6rnekleri soguk zincir bozulmamasina dikkat edilerek 0,2 ml’lik eppendorf
tiiplerine aktarilmistir. RNA izolasyonu i¢in HIBRIZOL (Hibrigen Biyoteknoloji Ar-Ge
San. Tic. Ltd. Sti., Tiirkiye) kullanilmis ve RNA izolasyonu asagidaki protokole gore
yapilmustir:

1. Orneklerin bulundugu eppendorf tiiplerin iizerine 1 ml Hibrizol soliisyonu
eklenmistir. Ekleme isleminin ardindan Ornekler 20 saniye boyunca
vortekslenmistir. Daha sonra 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

2. Bekletilen 6rnekleri lizerine 0,2 ml kloroform eklenmistir ve hizli bir sekilde 15
saniye ¢alkalanmistir. Ardindan 5 dakika oda sicaklifinda beklemeye
birakilmustir.

3. Daha sonra 6rnekler 4°C’de 20 dakika boyunca 15000 rpm’de santrifiij edilmistir.

4. Santrifiij isleminden sonra tiiplerde olusan en iistteki faz yeni bir eppendorf

tiipline aktarilmistir.
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5. Yeni alman fazdaki RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in tiiplere 0,5 ml izoporopanol
eklenerek birkag kez alt-iist edilmistir. Ardindan 6rnekler 10 dakika boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir.

6. Daha sonra 6rnekler 4°C’de 10 dakika boyunca 15000 rpm’de santrifiij edilmistir.

7. Santrifiij isleminden sonra tliplerde olusan siipernatant kismi uzaklagtirilarak
RNA’nin bulundugu pellet kismma 1 ml %75 EtOH eklenmistir. Ardindan
yavasca 5-10 saniye vorteks yapilarak EtOH ile yikama yapilmistir.

8. Ardindan 6rnekler 4°C’de 5 dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmistir.

9. Santriftij isleminden sonra tiiplerdeki siipernatant kisminda yer alan EtOH
uzaklagtinnlmigtir. Kalan EtOH’u da uzaklastirmak i¢in Ornekler 10 dakika
kurutmaya birakilmstir.

10. Kurutmanin ardindan tiiplerde kalan RNA peleti 30 pl DEPC’li su ile
¢Ozdiirilmiistiir.

11. Cozdiriilen soliisyon 10-15 dakika 55°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra

kullanima kadar -80°C’de saklanmustir.

3.7.2. RNA konsanstrasyon tayini ve agaroz jel elektroforezi

Izole edilen toplam RNA’larin konsantrasyon tayini icin Nanodrop cihazinda
Azs0r280 O.D. degerinde 6l¢iim alinmistir. Daha sonra 6rnekler icin %1,2’lik agaroz jel
hazirlanmistir. Nanodrop 6l¢limii sonrasinda elde edilen konsantrasyon degerlerine gore
1000 ng/ul miktarinda RNA 6rnegi, 3 pl ylikleme boyasi ve toplam hacim 10 pl edecek
oranda TBE eklenerek jele vyiiklenmistir. Ornekler 60 dk boyunca 85 voltta
yiriitilmiistir.  Yiritmenin  ardindan jel Bio-Rad ChemiDoc MP UV-

Transilliiminator’de gézlemlenmistir.

3.7.3. cDNA sentezi

Olgiim ve agoraz jel elektroforezi sonrasinda total RNA’dan cDNA sentezi i¢in

CanvaxTM cDNA sentez kitinin (PR008) asagidaki protokolii kullanilmisgtir:
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1. Kit igerisinde yer alan bilesenler ¢ozdiiriiliip hafifce vortesklenmistir. Daha

sonra buz rakinda yer alan steril PCR tiiplerinin igerisine asagidaki bilesenler

eklenmistir:
RNA e ul (1500 ng)
dNTP 1ul
Oligo (dT) Primer 1 ul
dH-0 e ul
Toplam 12,5 ul

Bilesenler eklendikten sonra PCR tiipleri karistirilarak mini spin cihazinda
coktiiriilmiis ve G-C igerigi bakimindan zengin ve yapisal RNA’lar i¢cin PCR cihazinda
65°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra icerisinde asagida yer alan diger

bilesenler eklenmistir:

Buffer 4 ul
DTT 2 ul
RNase Inhibitorii 0,5 ul
Reverse Transkriptaz 1 ul
Toplam 20 pl
2. Bilesenler eklendikten sonra PCR tiipleri karistirilarak mini spin cihazinda

¢oktiiriilmiistiir. Ornekler reaksiyonun gergeklesmesi i¢in PCR cihazina

gotiiriilmiis ve asagidaki kosullarda PCR islemi gergeklestirilmistir:

(®)  65°C’de 60 dk (enzim reaksiyon)
(&)  85°C’de 5 dk (enzim inaktivasyon)

3. PCR islemi sonrasinda ornekler -20°C’de saklanmistir.

3.7.4. miRNA’larin saptanmasi ve miR-CDNA sentezi

miRNA’larin saptanmasi ile ilgili olarak Chen et al. (2005) uyguladigi yontem
kullanilmistir. Bu metot iki asamadan olusmaktadir. Birinci asama tasarlanan stem-loop

(sap ilmek) primerinin hedeflenen miRNA’ya yapismast ve onun iizerinden cDNA
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sentezini gerceklestirmesidir. Ikincisi ise miRNA’ya 6zel olarak tasarlanan ileri (forward)
primer ile stem-loop’a uygun olarak tasarlanmis olan universal (evrensel) geri (reverse)
primerin kullanildigi qRT-PCR reaksiyonudur. miRNA ’lara ait ileri primerler web tabanli
Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) programi kullanilarak tasarlanmis olup U6
referans geni i¢in ise Jyothi et al. (2018) tarafindan verilen diziler kullanilmistir.
miRNA’larin tespiti ve miktar tayini (Varkonyi-Gasic et al. 2007) belirttigi protokole
gore yapilmistir. Birinci agsamada her miRNA’ya 6zgii stem loop RT (sap ilmek Reverse
Transkriptaz) primeri kullanilarak miRNA-cDNA sentezi gergeklestirilmistir ve ikinci
asamada ise her miRNA i¢in hazirlanan ileri primeri ve tiniversal geri primer kullanilarak
gRT-PCR (kantitatif Ger¢cek Zamanli PCR) reaksiyonu gergeklestirilmistir. Ayrica
mMIRNA-cDNA sentezinde kontrol grubu olarak “No RNA, No RT-primer, No Enzim”
karisimi igeren tiipler de hazirlanmistir (Cizelge 3.1). miRNA’larin cDNA sentezi igin
CanvaxTM cDNA sentez kitinin (PRO08) asagidaki protokolii kullanilmistir: Kit
icerisinde yer alan bilesenler ¢ozdiiriiliip hafifce vortesklenmistir. Daha sonra buz rakinda

yer alan steril PCR tiiplerinin igerisine asagidaki bilesenler eklenmistir:

RNA e ul (1500 ng)
dNTP 1pl
Stem-loop Primer 1 ul
dH0 e ul
Toplam 12,5 ul
1. Bilesenler eklendikten sonra PCR tiipleri karistirilarak mini spin cihazinda

coktiirilmiis ve G-C igerigi bakimindan zengin ve yapisal RNA’lar icin PCR
cthazinda 65°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra igerisinde asagida

yer alan diger bilesenler eklenmistir:

Buffer 4 ul
DTT 2 ul
RNase Inhibitorii 0,5 ul
Reverse Transkriptaz 1 pul
Toplam 20 pl
2. Bilesenler eklendikten sonra PCR tiipleri karistirilarak mini spin cihazinda

¢oktiiriilmiistiir. Ornekler reaksiyonun gergeklesmesi i¢in PCR cihazina

gotiiriilmiis ve asagidaki kosullarda PCR islemi gergeklestirilmistir:
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&)  65°C’de 60 dk (enzim reaksiyon)
(&)  85°C’de 5 dk (enzim inaktivasyon)

3. PCR islemi sonrasinda 6rnekler -20°C’de saklanmuistir.

Cizelge 3.1. RNA-stem-loop sentez diizeni

Ornekler No Primer No RNA No Enzim
Toplam RNA X ul (1500 ng) X ul (1500 ng) - X ul (1500 ng)
Stem-loop Primeri 1 ul - 1 ul 1 ul
dNTP 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul
Buffer 4 ul 4 ul 4 ul 4l
DTT 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
RNase Inhibitor 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
Reverse Transkriptaz 1 ul 1 ul 1 ul
dH-0 20 pl’ye kadar 20 pl’ye kadar 20 pl’ye kadar 20 pl’ye kadar
Toplam Hacim 20 20 20 20

3.8. miRNA Kantitatif Real Time (QRT PCR) Analizleri

3.8.1. qRT PCR yardimiyla miRNA ifade seviyelerin tespiti

Pvul-miR172 gen ailesinin iiyelerine 6zgli primerler tasarlanmistir. qRT-PCR
reaksiyonlarinda her bir miRNA’ya 6zgii tasarlanan miRNA ileri primerleri ve universal
olan geri primeri kullanilmigstir. Rolatif kantitasyon yapilmis ve referans gen olarak U6
geni kullanilmistir. Calismada kullanilan primer dizileri Cizelge 3.2°de verilmistir. qRT-
PCR analizlerinde kullanilan ¢cDNA’lar her bir 6rnek i¢in 1/2, 1/4, ve 1/8 oraninda
seyreltilmistir. Kurulan tiim gRT-PCR reaksiyonlart 3  tekerriirlii olarak
gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarinda Genious 2X SYBR Green Fast qPCR Mix
(RK21204, ABclonal, Tiirkiye) kullanilmistir. Gergeklestirilen reaksiyonlarda kullanilan
bilesenler {ireticinin belirttigi oranlara gore ayarlanmistir. qRT-PCR i¢in gerekli

bilesenler ve reaksiyon programi asagida verilmistir:
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miR-cDNA (1/2, 1/4,1/8) 2 ul
SYBR Green Master Mix 5 ul

Primer (F+R) 0,5 ul

dH.0 2,5 ul

Toplam 10 pl
(® | On denatiirasyon | 65°C 5 dk 1 dongii
(*) | Denatiirasyon 95°C 20 sn
(*) | Baglanma 57,5-60°C | 35sn 50 dongii
® |Uzama 72°C 5sn
() | Erime Egrisi 60-95°C | her3dk1°C |1 déngii

3.8.2. Pvul-mirl72 hedef genlerin tahmini ve qRT PCR yardimyla ifade

seviyelerinin analizi

psRNATarget (Dai and Zhao 2011) veri tabaninin varsayilan ayarlar1 kullanilarak
Pvul-miR172’nin hedef genleri tahmin edilmistir. Bu genler igerisinde Fang et al. (2023)
tarafindan fasulyede agir metal stresi kosullarinda ifade seviyeleri degisen ve agir metal
stresi ile iligkili oldugu bildirilen genler taranmistir. Eslesen genler Pvul-miR172 gen
ailesi tiyelerine hedef gosterilerek miRNA-hedef gen iliskisi belirlenmistir. Pvul-miR172
hedef genlerine 6zgii primerler tasarlanmistir (Cizelge 3.3). qRT-PCR analizlerinde
kullanilacak cDNA’lar 1/10 oraninda seyreltilmistir. Kurulan tim qRT-PCR
reaksiyonlar1 3 tekerrlirlii olarak gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarinda Genious 2X
SYBR Green Fast qPCR Mix (RK21204, ABclonal, Tiirkiye) kullanilmistir.
Gergeklestirilen reaksiyonlarda kullanilan bilesenler lireticinin belirttigi oranlara gore

ayarlanmistir. qRT-PCR i¢in gerekli bilesenler ve reaksiyon programi asagida verilmistir:

cDNA (1/10) 2 ul
SYBR Green Master Mix 5ul
Primer (F+R) 0,5 ul
dH20 2,5l
Toplam 10 pl
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(® | On denatiirasyon | 65°C 5 dk 1 dongii
(®) | Denatiirasyon 95°C 20 sn

(*) | Baglanma 57,5-60°C | 35sn 40 dongii
(®) |Uzama 72°C 5sn

() | Erime Egrisi 60-95°C TEEB dk I déngii

3.9. qRT PCR Analizi icin Tasarlanmis Stem-Loop, miRNA ve Hedef Gen

Primerleri

Fasulyedeki miR172 gen ailesi liyelerinin sekans bilgileri SRNAanno ve PmiREN
2.0 veri tabanindan elde edilmistir (Chen et al. 2021; Guo et al. 2022). miR172 gen ailesi
tiyelerinin fasulye kromozomlarindaki konumlari1 Phytozome v13 (Goodstein et al. 2012)
veri tabaninda yer alan BLAST araci yardimiyla P. vulgaris (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/info/Pvulgaris5 593 vl 1) genomu iizerinde taranmistir. Elde edilen
kromozom bilgileri MG2C v2.1 web araci kullanilarak gorsellestirilmistir (Chao et al.
2021). Pvul-miR172 gen ailesi iyelerinin ikincil yapilarin1 tahmin etmek igin
RNAfoldWebServer (Lorenz et al. 2011) web aract kullanilmustir.

Cizelge 3.2. gRT PCR analizinde kullanilan Pvul-miR172 primerleri

miRNA Stem-loop RT Primer ileri Primer Geri Primer
Pvul- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG | CGGCGGGGAATCTT
miR172a-3p TATTCGCACTGGATACGACCTGCAG GATGATGC
Pvul- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG | TTAGGGCAGCAGCA
miR172c-5p TATTCGCACTGGATACGACTGTGAA TCAAGAT GTGCAGGGTCCGA
Pvul- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG | TAGCGGGGAGCATC GGT
miR172d-5p TATTCGCACTGGATACGACTGTGAA ATCAAGAT
Pvul- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG | TCGGCGGCAGCAA
miR172f-5p TATTCGCACTGGATACGACTGTGAA GATCAAGATT
U6 GAGAAGATTAGCAT | CACGAATTTGCGT
GG GTCATCCTT

3.10. Verilerinin Degerlendirilmesi

Calisma tam sansa bagli deneme planina gore tasarlanmistir. Agir metal stresi
uygulanmis fasulyedeki miR172 gen ailesinin ifade Olciileri agirlikli ortalama

normalizisyon yontemine gore normalize edilirken (Qureshi and Sacan, 2013), miRNA
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hedef genlerinin ifade Olgiileri ise fasulye U6 geni ile karsilastirilarak normalize
edilmistir. Gen ifadesindeki kat degisikliklerini analiz etmek i¢in Livak and Schmittgen
(2001) tarafindan gelistirilen 22T normalizasyon formiilii kullanilmustir. Arastirmada,
3 tekerriirlii ve 3 biyolojik tekrar kullanilarak elde edilen verilere ait ortalamalar ve

standart sapma degerleri Graphpad Prizm 8 ile gorsellestirilmistir.

Cizelge 3.3. gRT PCR analizinde kullanilan Pvul-miR172 hedef genlerin primerleri

Hedef Gen ileri Primer Geri Primer Fonksiyon
Phvul.001G206700.1 | GTACAAGTCCGT | GGATGCTTTGAT | ABC TRANSPORTER C AILE UYESI
ABC Transporter GCTGAAGAT GTCTCGTTTG 14-ILISKILI
Phvul.002G016900.1 | GCCTAAGGCTCA | GGCTCAGTAGTC CICEK HOMEOTIK PROTEIN
AP2 TCTGGTAAAT TCAAGGTTTC APETALA 2
Phvul.002G291200.1 | CGAGACATGGA | CTTCCACACACC | UBIKUITIN-KONJUGASYON ENZIiMi
UBC CCTGATGAAA AACCTCATA E2
Phvul.006G137900.1 | CTTCTGGTACTC | TGGCACAGCGT | COZUNEN MADDE TASIYICI AILESI
UAA Transporter CTCCAACATC AAGGAAA 35
AP2 BENZERI ETILENE DUYARLI
Phvul.007G240200.1 | AGCATGGTGGG | GATGAGACAGC L .
TRANSKRIPSIYON FAKTORU SMZ
AP2/ERF CAGAATAAG CAGAAGAAGAG .
ILE ILISKILI
Phvul.008G266700.1 | GGAGAATTGGT | CATTGGGCATGA .
RING FINGER ALANI iCEREN
RING FINGER GAGGGTACTTC TCCTTGTTG
Phvul.009G036900.2 | TGCCGTGTCGTT | GACCTGCTAGA YNAI ILE ILISKILi
MSL GTTCAT GTGAGCAATAC MEKANOSENSITIF iYON KANALI
Phvul.011G207100.1 | CCATCAGGGAG | TGCTCCTCCTCC . L
PROTEIN NRT1/ PTR AILESI 5.4
NRT CCCATTTAC TCATAACA
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Fasulyedeki miR172 Gen Ailesi Uyelerin Genom Caph Analizi

P. vulgaris genomunda 6 adet Pvul-miR172 geni tespit edilmistir. Bu genler Pvul-
miR172a, Pvul-miR172c, Pvul-miR172d, Pvul-miR172e ve Pvul-miR172f seklinde
adlandirilmigtir. miR172 gen ailesini iiyelerinin olgun dizisi, kromozom bilgisi, genlerin
baslangi¢ ve bitis konumlar1 Cizelge 4.1°de yer almaktadir. A. thaliana’da 5 adet (Chen
2004; Jung and Kang 2007; Lian et al. 2021a), O. sativa’da 4 adet (Li et al. 2005; Zhu et
al. 2009), H. vulgare’de 3 adet (Tripathi et al. 2018) ve G. max’da 12 adet (Lee et al.

2023) miR172 gen ailesi iiyesi tanimlanmugtir.

Cizelge 4.1. P. vulgaris miR172 gen ailesi tiyelerinin bilgileri

Pvul Olgun Dizi Dizi Kromozom Baslangic Bitis

Gen Ad1 (5'-39) Uzunlugu (nt) No Konumu Konumu
Pvul-miRi72a  COLRUCELCAUC 21 PvChrl 51848885 51849015
Pvul-miR172b GG:lfGUCCUUGUCGA%UG 21 PVChr5 41243009 41243231
Pvul-mirizze  AGLALCEHGAUG 21 PVChr7 11039332 11039432
Pvul-miRi7zd  AGHAUCHHGAUG 21 PVChrg 57673478 57673605
Pvul-miRi7ze  AGHAUCEHCAUC 21 PvChril 8168544 8168680
Pvul-miR172f  ACOHAHCLUGAYG 21 PVChr5 43033503 43033657

Pvul-miR172 gen ailesi iiyeleri Sekil 4.1°de goriildigii tizere 5 farkli P. vulgaris
kromozomu tizerinde dagilim gostermistir. Pvul-miR172b ve Pvul-miR172f genleri 5.
kromozom iizerinde bulunurken Pvul-miR172a 1. kromozom, Pvul-miR172c 7.
kromozom, Pvul-miR172d 8. kromozom ve Pvul-miR172e 11. kromozom {izerinde yer
almaktadir. A. thaliana miR172 genlerinin 2., 3. ve 5. kromozomlarda lokalize oldugu
tespit edilmistir (Lian et al. 2021). O. sativa miR172 genlerinin ise 1., 2., 7. ve 9.

kromozomlar {izerinde dagilim gosterdigi bulunmustur (Li et al. 2005).
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PvChrl PvChrs PvChr7 PvChr8 PvChrl 1

roMb
6 Mo sl 172 Pvul-miR172e
L 12 Mb vul-mi 2c
t18 Mb
b 24 Mb
30 Mb
b 36 Mb )
Pvul-miR172b
b 42 Mb Pvul-miR172f
[ 48 Mb Pvul-miR172a
b 54 Mb Pvul-miR172d

60 Mb

Sekil 4.1. Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinin kromozomal lokasyonlari

Pvul-mirl72 gen ailesi iiyelerinin ikincil yapilart RNAfold web server ile analiz
edilerek gorsellestirilmistir. Analiz sonucunda tiim genlerin miRNA olusumu i¢in gerekli
olan sag tokasi yapisinda oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.2). Elaeis guineensis miR172
gen ailesi iiyelerinin de sag¢ tokasi yapisinda oldugu ve benzer sekilde olgun dizilerin ug
kisimlara yakin konumlandigi tespit edilmistir (Mehrpooyan et al. 2012). H. vulgare

mirl72 oncii dizilerinde de benzer sag tokasi yapilar: tanimlanmistir (Anwar et al. 2018).
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Sekil 4.2. Pvul-miR172 gen ailesi tiyelerinin ikincil yapilari.

4.2. Pvul-miR172 Gen Ailesi Uyelerin Evrimsel iliskisi

Pvul-mirl72 gen ailesi iiyelerinin korunmus bolge analizi sonucunda 21
niikleotitlik olgun dizilerin 19 niikleotitlik kisminin diziler arasinda korundugu tespit
edilmistir. Olgun diziler Sekil 4.3’te kirmizi renk ile gosterilmistir. H. vulgare’deki
miR172 gen ailesi liyelerinin 20-21 niikleotit arasinda degisen olgun dizilerinin 19
niikleotitlik kisminin korundugu bulunmustur (Anwar et al. 2018). Benzer sekilde B.

napus miR172’lerinin 21 niikleotitlik olgun dizilerinin 20 niikleotitlik kismi da

korunmaktadir (Wang et al. 2019).
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Sekil 4.3. Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinin korunmusluk analizi.

miR172 genlerinin evrimsel iligkisini anlamak adina Pvul-miR172 gen ailesi
tiyelerine 6 farkli organizmadaki miR172 genleri ile coklu dizi hizalamas1 yapilmistir.
Ardindan bir filogenetik aga¢ olusturulmustur. Analiz sonucunda A, B ve C olmak iizere
3 farkli grup olusmustur (Sekil 4.4). Pvul-miR172f disindaki Pvul-miR172 genleri A
grubunda yer almistir. Olusan filogenetik agag incelendiginde, Pvul-miR172a ile G. max
miR172d geni, Pvul-miR172b ile V. radiata miR172b geni, Pvul-miR172c ile V. radiata
miR172c geni Pvul-miR172d ile G. max miR172h geni komsu genler olarak A grubunda
yer almaktadir. Pvul-miR172f ile G. max miR172i geni B grubunda komsu genler olarak
goziikmektedir. Yine bu grupta Osa-miR172c ile Zma-miR172c genleri komsu genler
olarak tespit edilmistir. C grubunda da B grubunda oldugu gibi Osa-mirl72 gen ailesi
tiyeleri ile Zma-miR172 gen ailesi tiyeleri komsu genler olarak yer almigtir. Ath-miR172

gen ailesi liyeleri yalnizca A grubunda yer almaktadir.

B. napus miR172 gen ailesi lyelerinin yedi farkli organizma ile yapilan
filogenetik analiz sonucunda bu tiyeler dort farkli gruba ayrilmistir. Benzer sekilde Osa-
miR172a ile Zma-miR172a komsu genler olarak tespit edilmistir. Ayrica Zma-miR172c
ile Zma-miR172d’den farkli gruplarda yer almaktadir. Ath-miR172 gen ailesi iiyeleri her
bir grupta da yer almaktadir (Wang et al. 2019). Sekiz farkli organizmadaki miR172 gen
ailesi iiyelerinin Onciil dizileriyle gerceklestirilen filogenetik analiz sonucunda tiyelerin
ti¢ farkli sinifa ayrildigs tespit edilmistir. Farkli olarak Ath-miR172c ile Zma-miR172a’nin
komsu genler oldugu bulunmustur. Ath-miR172 gen ailesi iiyeleri ise sinif 1 diginda diger
smiflarda yer almaktadir (Dash et al. 2023).
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Sekil 4.4. Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinin filogenetik analizi.

4.3. Pvul-miR172 Gen Ailesi Uyelerinin Cis-Etkili Elementlerin Tahmini

Pvul-mirl72 gen ailesi iiyelerinin yukari akis bolgesinde yer alan cis etkili
elementler analiz edilmistir. Analiz sonucunda en fazla element Pvul-miR172d tizerinde
yer almaktadir. Gelisim ile iliskili en fazla bulunan element O2-site (5) elementi olmustur.
Gelisim ile iligkili elementlerin en fazla bulundugu Pvul-miR172 gen ailesi {iyesi ise Pvul-
mMiR172f (4) olmustur (Sekil 4.5). Hormon duyarli elemenler arasinda en fazla bulunan
element ERE (11)’dir. Hormon duyarli elementler en fazla Pvul-miR172c ve Pvul-
miR172f (12) iizerinde bulunmustur. Stres iligkili elementler incelendiginde en fazla
bulunan element MYB (34) olarak tespit edilmistir. Stresle iligkili elementler en fazla
Pvul-miR172d (29) iizerinde yer almaktadir. Benzer elementler B. napus miR172 gen
ailesi tiyelerinde de tespit edilmistir. Cis-etkili elementler en fazla Bna-miR172d tizerinde
tespit edilmistir (Wang et al. 2019). S. lycopersicum’daki miR172 gen ailesi iiyelerinde
de ERE, MYB ve diger benzer elementler bulunmustur (Koc et al. 2015).
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Sekil 4.5. Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinin farkli siireglerde gorev alan cis-etkili
elementlerinin tahmini.

4.4. Pvul-miR172 Hedef Genlerinin Fonksiyonel Analizi

Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinin hedef genleriyle gerceklestirilen GO analizi
sonucunda bir¢ok farkli siirecte gorev aldiklar1 anlagilmistir. Hedef genler transmembran
zar boyunca belli maddelerin tasinmasinda gorev aldiklart anlagilmistir. Ayrica protein
baglayici ve c¢ok hiicreli organizma gelisimi siireclerine de dahil olmaktadirlar. Hedef
genlerden ABC Transporter en fazla biyolojik siirece sahip gen olmustur. Ardindan NRT
ve AP2 ile UAA Transporter gelmektedir (Sekil 4.6). G. max ABC genlerinin GO analizi
sonucunda da bir¢ok farkli biyolojik siirecte gorev aldiklar1 ve cogunlukla tagima gorevi
tistlendikleri tespit edilmistir (Mishra et al. 2019). Benzer sekilde Z. mays NRT geninin
de tastyici gorevlere sahip oldugu bulunmustur (Jia et al. 2023).
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Sekil 4.6. Pvul-miR172 hedef genlerinin GO analizi.

4.5. Pvul-miR172 ve Hedef Genlerin Kantitatif Real Time Analizi

Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinin hedef aldig1 sekiz genin dort farkli agir metal
stresi altinda, dayanikli (G68) ve hassas (G53) olmak iizere iki farkli genotipte ifade
durumlar analiz edilmistir. Analiz sonucunda bu hedef genler G53 genotipinde As stresi
haricinde diisiik ifade diizeyi sergilemistir (Sekil 4.7). AP2 geni tiim stresler altinda
ifadesi en fazla olan gen olmustur. As ve Pb stresinde UBC, Cd stresinde Ring Finger ve
Ni stresinde ABC Transporter, UBC ve MSL genleri en az ifade gosteren genler olmustur.

G68 genotipindeki biitiin stres tiirlerinde yiiksek ifade seviyesi gosteren hedef
genlerin bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.7). UAA Transporter geni her stres tiiriinde
en yiiksek ifade diizeyi gosteren gen olmustur. As stresi altinda ABC Transporter ile NRT,
Cd stresinde ABC Transporter, Ni stresinde ABC Transporter ile AP2 ve Pb stresinde

AP2 genleri en diisiik ifade diizeyi gosteren genler olarak tespit edilmistir.

G68 genotipinde As stresi altinda yiiksek ifade diizeyi gosteren Ring Finger
geninin agir1 ifade ettirildigi transgenik A. thaliana hatlarinda As stresinde karsi duyarli
hatlar elde edilmistir (Lim et al. 2014). Cd stresinde G53 genotipinde diistik ifade

diizeyine sahip olan UBC geni G68 genotipinde artis gdstermistir. Cd stresine maruz
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kalmis Poa pratensis’de strese toleransli genotipe UBC gen ifadesinin yukari yonde
diizenlendigi bulunmustur (Xian et al. 2020). Pb stresi altindaki G53 genotipine kiyasla
G68 genotipinde artis gosteren NRT geni ile benzer sekilde Pb stresine maruz kalmis
Raphanus sativus’daki birkag NRT gen ailesi tiyesinin de ifadesinin arttig1 bulunmustur
(Ding et al. 2023).
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Sekil 4.7. G53 ve G68 genotiplerinde agir metal stresleri altinda Pvul-miR172 hedef
genlerinin gRT-PCR analizi

Pvul-miR172 gen ailesi liyelerinin dort farkli agir metal stresi altinda, G53 ve G68
olmak tizere iki farkli genotipte ifade durumlari analiz edilmistir. G53 genotipinde
gerceklestirilen analiz sonucunda Ni stresi hari¢ tiim stresler altinda en yiiksek ifade
diizeyini Pvul-miR172a gostermistir (Sekil 4.8). As stresi hari¢ tiim streslerde ise en
diisiik ifade seviyesine sahip olan Pvul-miR172 gen ailesi tiyesi Pvul-miR172f olmustur.
Ni stresinde en yiiksek ifade diizeyini Pvul-miR172d gosterirken As stresinde en diisiik

ifade diizeyini Pvul-miR172c gostermistir.

G68 genotipinde ise As ve Cd stresi altinda Pvul-miR172f nin ifade seviyesi en
yiiksek olurken Ni ve Pb stresinde Pvul-miR172d’nin ifadesi en yiiksek diizeyde tespit
edilmistir. As ve Pb stresinde Pvul-miR172a, Cd stresinde Pvul-miR172d ve Ni stresinde
Pvul-miR172c ifade seviyesi en diisiik Pvul-miR172 gen ailesi liyesi olmustur (Sekil 4.8).

As stresi altindaki G53 genotipinde ifade diizeyi en yiiksek olan Pvul-miR172a
G68 genotipinde ifade seviyesi en diisiik olan Pvul-miR172 gen ailesi {iyesi olurken Cd
stresi altindaki G53 genotipinde en diisiik ifade diizeyi gosteren Pvul-miR172fnin G68
genotipinde en yiiksek ifade diizeyi gosteren Pvul-miR172 gen ailesi iiyesi oldugu tespit

edilmistir. Ni ve Pb kursun streslerinde de farkli ifade profilleri gozlemlenmistir. Bu
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nedenle Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinin ayni streslere karsi farkli genotiplerde degisen

yanitlar verdigi goriilmektedir.

As stresine maruz kalmis B. juncea’daki kok dokusunda As uygulamasimnin 1.
saatinde ath-miR172a ifadesi azalan bir ifade seviyesi gosterirken uygulamanin 4.
saatinde artan ifade seviyesi sergilemistir (Srivastava et al. 2012). Benzer sekilde As stresi
altindaki O. sativa’da kok dokusunda uygulamanin 6. saatinde miR172’nin ifadesi
artarken 24. saatin sonunda ifade diizeyi azalmistir (Yu et al. 2012). Helianthus
annuus’taki Cd uygulamasinda miR172 hem yaprak hem de kok dokularinda artan ifade
seviyeleri gdstermistir (Ebrahimi Khaksefidi et al. 2015). Iki farkli genotipte Cd stresine
maruz birakilan H. vulgare’de ise hvu-miR172b ifadesi azalan bir ifade diizeyi
gostermistir (Yu et al. 2019). Pb stresi altindaki G. hirsutum yaprak dokusundaki miR172
ifadesinin 50 pM Pb dozunda asag1 yonde diizenlenirken 100 ve 200 pM
konsantrasyonunda artis gosterdigi bulunmustur (He et al. 2014).
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Sekil 4.8. G53 ve G68 genotiplerinde agir metal stresleri altinda Pvul-miR172 gen aile
tiyelerinin QRT-PCR analizi

G53 genotipinde Pvul-miR172 gen ailesi iyelerinden Pvul-miR172a, tiim
streslerde artan ifade diizeyi gostermistir (Sekil 4.9). As stresi hari¢ tiim stresler altinda
AP2, UAA Transporter ve AP2/ERF genlerinin ifadesi Pvul-miR172a’nin aksine diisiik
ifade profili sergilemistir. G68 genotipinde ise Pvul-miR172a’nin ifadesi As ve Pb
stresinde altinda bir azalig sergilerken Cd ve Ni stresleri altinda ifadesi artmistir. AS
stresinde tiim hedef genler ve Pb stresinde UAA Transporter genlerinin ifadesi Pvul-
miR172a’nin aksine artis gostermistir. Cd stresinde AP2 ile AP2/ERF ve Ni stresinde

AP2 genlerinin ifadesi Pvul-miR172a’nin aksine azalmistir.
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UAA Transporter geni G53 genotipinde genel olarak diisiik ifade profiline
sahipken G68 genotipinde yiiksek seviyede ifade profiline sahip oldugu bulunmustur. Cd
stresine maruz kalmis O. sativa’da strese toleransl ¢esitte UAA Transporter gen ifadesi

yukar1 yonde diizenlendigi bulunmustur (Fang et al. 2019).
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Sekil 4.9. Agir metal stresleri altinda G53 ve G68 genotiplerinde Pvul-miR172a ve hedef
genlerinin gRT-PCR analizleri

G53 genotipinde Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinden Pvul-miR172c, Ni stresi
haricindeki tiim streslerde azalan bir ifade profili sergilemistir (Sekil 4.10). As stresinde
tim hedef genler Pvul-miR172c’nin aksine artan ifade profili sergilerken Ni stresinde
Pvul-miR172c’nin aksine azalan bir ifade profili géstermistir. G68 genotipinde ise Pvul-
miR172c¢c’nin ifadesi Cd stresi hari¢ tiim streslerde diisiik ifade diizeyi sergilemistir. As
stresinde tiim hedef genler ve Ni ile Pb stresinde UBC, UAA Transporter ve Ring Finger
genlerinin ifadesi Pvul-miR172a’nin aksine artis gostermistir. Cd stresinde ise AP2 gen

ifadesi Pvul-miR172a’nin aksine azalmustir.

As stresi haricinde G53 genotipinde diisiik ifade diizeyi gosteren UBC ve Ring
Finger genleri G68 genotipinde yiiksek ifade seviyesi sergilemistir. N. tabacum’da Cd
birikimini azaltmak ve bitkinin Cd’a toleransini saglamak amaciyla UBC geninin agir1
ifade ettirildigi hatlar elde edilmistir. Bunun sonucunda hem Cd birikimi azalmis hem de
strese kars1 tolerans saglandigi gézlemlenmistir (Bahmani et al. 2017). Cd stresine maruz
kalmis S. lycopersicum’da Ring Finger geninin asir1 ifade ettirildigi transgenik hatlarda
ise siirglin ve koklerdeki Cd birikiminin azalmasin yani sira CAT, DHAR ve MDHAR
gibi antioksidan aktivite gdsteren genlerin seviyesinin arttig1 ve bu nedenle bitkinin agir
metal stresine kars1 artan tolerans gostermesine katki sagladigi bulunmustur (Ahammed

et al. 2021).
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Sekil 4.10. Agir metal stresleri altinda G53 ve G68 genotiplerinde Pvul-miR172c ve hedef
genlerinin gRT-PCR analizleri

G53 genotipinde Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinden Pvul-miR172d, Cd stresi
haricindeki tiim streslerde artan ifade profili gostermistir (Sekil 4.11). As stresi
haricindeki diger stresler altinda tiim hedef genler Pvul-miR172d’nin aksine diistik ifade
profili gostermistir. G68 genotipinde ise Pvul-miR172d’nin ifadesi Ni ve Pb stresinde
yiiksek ifade diizeyi sergilerken As ve Cd stresi altinda diisiik ifade diizeyi gostermistir.
As stresinde AP2 ile UAA Transporter ve Cd stresinde UAA Transporter genlerinin
ifadesi Pvul-miR172d’nin aksine artmustir. Ni ile Pb stresinde ise ABC Transporter ve

AP2 genlerinin ifadesi Pvul-miR172d’nin aksine azalmistir.

ABC Transporter gen ifadesi As stresi altindaki G53 genotipi disinda her iki
genotipte de diisiik ifade seviyesi goOstermistir. Ancak Populus tomentosa ABC
Transporter geninin agir ifade ettirildigi A. thaliana transgenik hatlarinda Cd birikiminin
azaldig1 ve hatlarin strese karsi daha toleransli oldugu bildirilmistir (Wang et al. 2019).
Ayrica Pb stresine altindaki M. sativa’da ABC transporter geni ifadesinin toleransh

cesitte hassas ¢eside gore yukari1 yonde diizenlendigi bulunmustur (Wang et al. 2021).
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Sekil 4.11. Agir metal stresleri altinda G53 ve G68 genotiplerinde Pvul-miR172d ve hedef
genlerinin gRT-PCR analizleri

G53 genotipinde Pvul-miR172 gen ailesi tiyelerinden Pvul-miR172f, As stresi
haricindeki tiim streslerde azalan ifade profili sergilemistir (Sekil 4.12). Streslerin
hepsinde tim hedef genler Pvul-miR172f ile benzer ifade profili gostermistir. G68
genotipinde ise Pvul-miR172f'nin ifadesi Pb stresi haricinde artan ifade diizeyi
sergilemistir. As stresinde NRT ve Cd ile Ni stresinde AP2 genlerinin ifadesi Pvul-
miR172f’nin aksine azalmistir. Pb stresinde ise UAA Transporter, MSL ve NRT

genlerinin ifadesi Pvul-miR172f nin aksine artis gostermistir.

NRT gen ifadesi Pb stresi altindaki G53 genotipinde diisiik seviyeye sahipken G68
genotipinde yiiksek diizeydedir. A. thaliana’da NRT geninin bulunmadigi transgenik
hatlarda Pb birikiminin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle strese karsi

toleransta 6nemli bir gen olarak goriilmiistiir (Zhu et al. 2019).
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Sekil 4.12. Agir metal stresleri altinda G53 ve G68 genotiplerinde Pvul-miR172f ve hedef
genlerinin qRT-PCR analizleri
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Pvul-miR172 gen ailesi iiyeleri hem agir metal stresi tiiriine bagl olarak hem de
genotipe bagl olarak farkli ifade yanitlart vermistir. As stresi maruziyeti sonucunda G53
genotipindeki Pvul-miR172a ve Pvul-miR172d ifadeleri yiiksek seviyede iken G68
genotipinde diisiik seviyede kalmistir. Ayrica UAA Transporter ve Ring Finger genlerinin
ifade seviyeleri G53 genotipine kiyasla G68 genotipinde daha yiiksek seviye tespit

edilmistir.

Cd stresi sonucunda G53 genotipindeki Pvul-miR172d’nin ifadesi yiiksek
seviyede iken G68 genotipinde diisiik seviyede kalmistir. Ayrica G53 genotipindeki Pvul-
miR172c ve Pvul-miR172f’nin ifadesi diisiik seviyede iken G68 genotipinde yiiksek
seviye gostermistir. EK olarak G53 genotipine kiyasla UAA Transporter, UBC, Ring
Finger, MSL ve NRT genlerinin ifade seviyeleri G68 genotipinde daha yiiksek seviye
tespit edilmistir.

Ni stresine maruz kalan G53 genotipindeki Pvul-miR172c’nin ifade diizeyi yiiksek
seviyede iken G68 genotipinde diisiik seviyede kalmistir. Ayrica G53 genotipindeki Pvul-
miR172f'nin ifadesi disiik seviyede iken G68 genotipinde yiiksek seviyede tespit
edilmistir. Ek olarak G53 genotipine kiyasla UAA Transporter, UBC, Ring Finger, MSL
ve NRT genlerinin ifade seviyeleri G68 genotipinde daha yiiksek seviye tespit edilmistir.

Pb stresi sonucunda Pvul-miR172a hari¢ tim Pvul-miR172 gen ailesi iiyeleri her
iki genotipte de benzer ifade profili gostermistir. Ayrica G53 genotipine kiyasla UAA
Transporter, UBC, Ring Finger, MSL ve NRT genlerinin ifade seviyeleri G68
genotipinde daha yiiksek seviye tespit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

P. vulgaris genomunda 6 adet miR172 gen ailesi {iyesi tanimlanmigtir. Bu iiyeler
fasulye genomunda 5 farkli kromozom iizerinde yer almaktadir. Alt1 farkli organizma ile
gerceklestirilen filogenetik analiz sonucunda 3 farkli gruba ayrilmiglardir. Pvul-miR172
gen ailesi iiyelerinin yukari akis bolgelerinde stres ile iliskili cis-etkili elementlere sahip
olduklar1 anlagilmistir. Pvul-miR172 hedef genlerinin 6zellikle membran bolgesinde

baglayici ve tasiyici gorevleri oldugu tespit edilmistir.

Pvul-miR172 gen ailesi tiyeleri As, Cd, Pb ve Ni streslerine karsi degisken yanitlar
vermislerdir. Bu yanitlar ¢alismada kullanilan iki farkli genotipte de degisiklik
gostermistir. Pvul-miR172’nin hedefleri de benzer sekilde agir metal ¢esidine ve
genotipine baglh olarak farkli ifade profilleri sergilemistir. Baz1 6rnek gruplarinda Pvul-
mMiR172 gen ailesi iiyeleri ile hedef genler arasinda zit ifade durumlar tespit edilirken bazi
ornek gruplarinda ise benzer ifade profilleri bulunmustur. Ozellikle G68 genotipinde
Pvul-miR172 gen ailesi iiyelerinin hedef genler ile G53 genotipinde tespit edilmeyen
iliskisi agir metal toleransinin anlagilmasi adma bir fikir sunabilir. Ornek olarak agir
metal stresi toleransinda 6nemli genlerden MSL, NRT, Ring Finger, UAA Transporter ve
UBC genlerinin her iki genotipteki ifade profilleri bu iliskinin anlasilmasina katkida

bulunabilir.

Bitkilerin biiylime, gelisim, savunma ve stres kosullarinda gorev alan genler ile
etkilesim halindeki miRNA’larin kullanildig: transgenik yaklasimlar hem abiyotik stres
toleransint hem de mahsul verimini giiclendirmektedir (Begum 2022). Bu transgenik
bitkilerin gelistirilmesi sirasinda yapay miRNA’lar (amiRNA) ve hedef taklitleri (STTM)
yoluyla gen susturma ve hedef genlerin asir1 ekspresyonu gibi araglar kullanilmaktadir
(Tiwari et al. 2014; Teotia and Tang 2017). Ayrica miRNA’larin asir1 seviyede ifade
ettirilmesi hedef genlerin ifadesinin diizenlenmesi ile sonuglanabilmektedir (Zhang et al.
2022). Bulunan yeni bir yaklasimda ise miRNA kodlu peptid (miPEP)’ler yoluyla
miRNAlarin ifadesinin arttirilabilindigi tespit edilmistir (Ren et al. 2021). Bu ¢alismadan
elde edilen sonuglar ile yukar1 bahsedilen yaklasimlar kullanilarak agir metal stresine

direngli hat veya gesitler gelistirmek miimkiin olabilecektir.
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