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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ZEYTIN (Olea europaea L.) BITKISINDE PERIYODISITE ILE ILISKILi
miRNA’LARIN KARAKTERIZASYONU

Huriye YANIK

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisti
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Turgay UNVER

Zeytin, yapraginda cesitli antioksidanlar iceren, meyvesinin salamura yapilmasiyla
sofralik zeytin, yaga islenmesiyle de insan sagligina yararli bir¢ok etkisi olan
zeytinyagmin olugmasini saglayan ekonomik agidan énemli bir bitkidir. Bu ¢alismada
zeytin bitkisinde periyodisitenin molekiiler ve fizyolojik mekanizmasinda rol oynayan
mikro-RNA (miRNA)’larin analiz edilmesi amaciyla var ve yok yillarinin Temmuz-
Kasim aylarina ait yaprak ve meyve ornekleri toplanmistir. Giiniimiize kadar deneysel
olarak zeytine ait periyodisite ile iliskili hicbir miRNA klonlanmamig ve karekterize
edilmemistir. Bu tez kapsaminda miRNA saptamaya yonelik bir yaklasim olan kiiciik
RNA (sRNA) kiitiiphanelerinin klonlanmasi1 ve yiiksek verimli dizileme teknigi ile
dizilenmesiyle zeytin yaprak-meyve orneklerine ait olan miRNA’lar bulunmus ve ifade
diizeyi farkliliklar1 6l¢iilmiistiir. Dizi analizi sonucunda 18-30 niikleotid uzunlugundaki
miRNA’larin, 6 sRNA kiitiiphanesinin (ham meyve, olgun meyve, var kasim yaprak,
yok kasim yaprak, var temmuz yaprak, yok temmuz yaprak) her birisinde yaklasik 15
milyon dizi okumas1 yapilmistir. Zeytin bitkisinde 22 miRNA familyasina ait toplam
135 korunmus miRNA tanimlanmigtir. Ayrica bu ¢aligma kapsaminda 38 yeni miRNA
tespit edilmistir. Periyodisite ile iligkili bazi1 miRNA ve hedef genlerinin kantitatif es
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) analiz sonuglar, yiiksek verimli
dizileme teknigi sonuclarin1 deneysel olarak desteklemistir. Sonugta cesitli
biyoinformatik ve deneysel analizlerden yararlanarak zeytinde miRNA’larin
periyodisite ile iligkili rolleri tespit edilmistir.

2013, 123 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Alternans, miRNA, Olea europaea L., periyodisite,
yiiksek verimli dizileme, zeytin, qRT-PCR



ABSTRACT

M.S. Thesis

CHARACTERIZATION OF ALTERNATE
BEARING-ASSOCIATED miRNAs IN OLIVE (Olea europaea L.)

Huriye YANIK

Cankiri Karatekin University
Institute of Science

Department of Chemistry

Supervisors: Assoc. Prof. Dr. Turgay UNVER

Olive tree is an economically important plant as its leaves contain various antioxidants,
fruits are used for brine production named table olive, and it is processed for olive oil,
which has positive effects on human health. In this study leaf and fruit samples which
belong to July-November months from on and off years collected in order to analyze of
micro-RNAs (miRNAs) which play role in molecular and physiological mechanisms of
periodicity in olive. Up to date no miRNA associated with periodicity has not been
experimentally cloned and characterized in olive. In this thesis, miRNAs belonging to
leaf and fruit in olive were identified and differential expressions were measured via
small RNA (sRNA) library construction and high-throughput next generation
sequencing. As a result, olive miRNAs which are 18-30 nt length were sequenced about
15 million reads in six sSRNA libraries (unripe fruit, ripe fruit, on november leaf, off
november leaf, on july leaf, off july leaf). 135 known members of 22 conserved miRNA
families were identified in olive. Additionally 38 novel miRNAs have been identified.
Moreover, the periodicity associated miRNAs and their target gene expressions were
experimentally validated via quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-
PCR) analyses. Consequently, olive alternate bearing associated miRNAs have been
identified by the advantage of the various bioinformatics and experimental analyses.

2013, 123 pages

Key Words: Alternate bearing, miRNA, Olea europaea L., periodicity, high-
throughput sequencing, olive, qRT-PCR
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1.GIRIS

1.1 Zeytin

Kiiltiir ve yabani zeytin bitkileri yaklagik olarak 1.800 Mb genom biiyiikliigline sahip
olup (2n=46) diploittirler (De la Rosa et al. 2003). Zeytinin de dahil oldugu Olea
cinsine ait 30 kadar tiir, Akdeniz havzasi ve ¢evresinde genis bir yayilim gostermektedir
(Besnard et al. 2002). Diinya genelinde iilkemiz zeytin iiretimi bakimindan 4. sirada,
zeytin iiretim alan1 bakimindan 5. sirada yer almaktadir (Aktas 2008). Diinyadaki zeytin
iretiminin % 92’si yaglik, % 8’1 ise sofralik olarak degerlendirilmektedir (Akillioglu
vd. 2000). Uluslararas1 Zeytinyagi Konseyi verilerine gore Tiirkiye, diinya zeytinyagi
iiretiminde 2005/06-2008/09 {iretim yillarinin ortalamasina gore % 4,7’lik pay ile 5.
sirada yer almaktadir (Oztiirk vd. 2009).

Zeytin meyvesi drupa tipi meyve olup (Sanchez 1994) epikarp (kabuk), mezokarp (etli
kisim), endokarp (¢ekirdek) olmak iizere 3 kisimdan olusmaktadir (Suakar 2006).
Tanesine has aci tat veren oleuropein nedeniyle bitkiler aleminin diger meyvelerinden
ayrilmaktadir (UZK 1997). Zeytin meyvesinin besi dokusu bol miktarda yag
icermektedir. Zeytin meyvesi ham ve olgun halde salamura yapilarak yenilmekte; ayrica
ezilerek yagi cikarilmaktadir. Yag cikarildiktan sonra geriye kalan ‘pirina’ olarak

adlandirilan kiispe; giibre ve hayvan yemi seklinde degerlendirilmektedir (Oksiiz 1998).

Zeytinin yaga islenmesi ile elde edilen yan iiriinlerden zeytin yapragi ve zeytin
karasuyunun polifenolik bilesiklerce zengin yapisi ve buna bagl olarak antioksidan,
antitrombotik, antiinflamasyon, hipokolesterolemik, antimikrobiyal ve antiviral gibi ¢ok
yonlii biyolojik aktiviteleri bilimsel calismalarla ortaya konmustur (Aktas ve

Basmacioglu-Malayoglu 2011).

Zeytinyag1 ve zeytin {iriinlerinin insan sagligi iizerindeki olumlu etkileri yapilarinda
bulunan ¢ok yonlii biyoaktif bilesiklere dayandirilir. Bu bilesikler tokoferoller,

polifenoller, fosfolipidler, karotenoidler, klorofiller, steroller ve skualen olarak



gruplandirilir (Visioli et al. 2002). Zeytin yapragindaki baslica antioksidan maddeler ise
oleuropein, hidroksityrosol, rutin, verbaskosid, katesin, luteolin-7-glukosid ve apigenin-

7-glukosid’tir (Garcia et al. 2000).

1.2 Periyodisite (Alternans)

Baz1 meyve tiir ve ¢esitlerinin bir y1l {iriin verip, ertesi yil hig iirlin vermemesi veya ¢ok
az Urlin vermesi olayma periyodisite veya alternans denir. Bir y1l ¢ok iiriin verip ertesi
yil hi¢ meyve vermemesine mutlak periyodisite, az meyve vermesine de kismi
periyodisite denilmektedir (Turhan 2011). Periyodisitenin siddeti familya ve tiir
acgisindan farklilik gosterse de hemen hemen tiim meyve agaglarinda yaygin bir sekilde

goriilmektedir (Monselise and Goldschmidt 1982, Poli 1987) (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1 Periyodisite gosteren dnemli tiirler (Monselise and Goldschmidt 1982)

Familya Tiir Tiirkce ad1

Mangifera indica Mango
Anacardiaceae

Pistacia vera A. fistig1
Corylaceae Corylus avellana Findik
Ericaceae Vaccinium macrocarpon -
Juglandaceae Carya illinoensis Pikan
Lauraceae Persea americana Avokado
Oleaceae Olea europaea Zeytin

Malus sylvestris Elma

Pyrus communis Armut
Rosaceae

Prunus domestica Erik

Prunus armeniaca Kayisi
Rubiaceae Coffea arabica Kahve

Citrus sinensis Portakal
Rutaceae

Citrus raticulata Mandarin




Periyodisite, zeytin (Rallo and Fernandez 1985, Rallo and Suarez 1989, Rallo and
Martin 1991, Rallo ef al. 1994, Nejad and Niroomand 2007, Lavee 2007), elma (Izadyar
et al. 2008), pekan cevizi (Wood et al. 2004), mango (Abdel Rahim et al. 2011),
mandalin (Munoz-Fambuena et al. 2011), fistik (Brown et al. 1995), mese (Crawley and
Long 1995), palmiye (Pillay et al. 2002), avokado (Garner and Lovatt 2008) gibi pek
cok agaci etkilemektedir (Monselise and Goldschmidt 1982). Antepfistigi, findik ve

zeytin mutlak periyodisite gosteren tiirlerdir (Turhan 2011).

Zeytin bitkisinde biyolojik devir iki yilda tamamlanmaktadir. Zeytin agaclarinda mahsul
bir onceki y1l biiyliyen siirgiinler {izerinde olusmaktadir. Agaglarda ilk yilda siirgiin ve
dallarin gelisimi (vegetatif gelisme) ikinci yilda ise ¢igek ve meyve baglama (generatif
gelisme) agirlikli olmaktadir (Shimon 2007). Zeytin bitkisi yil i¢inde iki donemde
gelisme gosterir. Bunlar Haziran-Temmuz aylart ve hasat sonrasi donem olan Mart-
Nisan aylandir (ZAE 2010). Subat ayindan itibaren Nisan ayma kadar c¢igek
tomurcuklarinin olusumu baglar. Nisan-Mayis aylarinda ¢igeklenme goriiliir. Mayis-
Haziran aylarinda meyve tutumu gozlenir. Haziran-Temmuz aylarinda meyve biiylimesi
baslar ve Eyliil ay1 itibariyle meyvelerde yag birikimi gozlenir. Kasim ayi ile beraber
renk doniisiimii gozlenir. Bu arada bos (iiriinsiiz) yilinda meyve olusmadigindan
ciceklenme sonrasi siirgiin gelisimi devam ederken meyve gelisimi ic¢in herhangi bir

fizyolojik aktivite gerceklesmez (YAYCEP 2009).

Zeytinde cicek tomurcugu indiiklenmesi yaz periyodu boyunca olmaktadir (Rallo ef al.
1994). Cicek tomurcugu uyartimi ve olusumu iizerinde genel olarak iki hipotez vardir.
Bunlardan ilk ve eski olan1 bir bitkideki tomurcuklarin gelisim yoniiniin genel olarak
vegetatif yonde oldugu ve bazi faktorlerin bu tomurcuklar iizerinde pozitif etki
olusturarak bunlarin gelisimini generatif yone degistirdigidir. Bu hipoteze pozitif
uyartim hipotezi denir. Ikincisi ve benimsenmeye baslanani ise negatif uyartimdir. Bu
hipoteze gore tiim tomurcuklardaki gelisme generatif yondedir. Bazi1 faktorler ise bu
tomurcuklarin gelisimini vegetatif gelisme yoniine sevketmektedir ve bu etkiden

kurtulan tomurcuklar ¢icek tomurcuklarini olusturmaktadir (Lang 1965).



Cicek tomurcugu olusumu iizerine etkili pek ¢ok icsel ve gevresel faktorler vardir. Icsel
faktorler bitki organlarmin igerdigi bitki hormonlari, karbohidratlar ve bitki besin
maddeleridir. Cevresel faktorler ise fotoperiyot, ¢evre sicakligi ve bakim kosullaridir
(Halevy 1964, Cassin et al. 1969, Lenz 1969, Moss 1969, Moss 1970, Goldschmidt and
Monselise 1972, Moss 1977, Cohen 1981, Goldschmidt and Golomb 1982,
Goldschmidt ez al. 1985, Pharis and King 1985, Lord and Eckard 1987, Harty and Van
Staden 1988, Lovatt et al. 1988, Davenport 1990, Greenberg et al. 1993).

Yapilan calismalar genel olarak ‘“var’” ve “‘yok’’ yillarindaki element eksikligi, cesitli
hormonlarin degisimi (Pillay et al. 2005) ve karbohidratlarin periyodisitedeki roliine (Li
et al. 2003, Vemmos 2010) dayanmaktadir. Karbohidratlarin periyodisitedeki rolii ile
ilgili 2 hipotez vardir. Bunlardan ilki mannitol transport hizinin ‘‘yok’ yilinda
meyveden yapraga dogru azalmasi sonucu yapraklardaki mannitol birikiminin azalmasi,
digeri ise yok yilinda glukoz, fruktoz ve mannitol doniigiimiiniin diizensiz olmasidir
(Nejad and Niroomand 2007). Meyve gelisiminde c¢oziilebilir seker icerigi meyve
olustuktan 90 giin sonra artar ve sonrasinda azalmaktadir (Suakar 2012). ‘““Var’’ yilinda
fark edilir seker artis1 meyvelerin renk degisiminin basladigi zamana denk gelirken,
“‘yok’’ yilindaki toplam seker icerigi ise ‘‘var’’ yilindan daha yiiksektir (Nejad and
Niroomand 2007). Bunun nedeni ise ‘‘yok’’ yilinda meyve iiretiminin olmamasindan

kaynaklanmaktadir (Suakar 2012).

Cesitli hormonlarin degisimi ile ilgili gorlise gore, gelisen embriyonun ¢igek tomurcugu
olusumunu engelleyen hormonlar {iretmesidir. Bu engelleyici hormonun ise giberellik
asit oldugu bildirilmektedir. Ozellikle geng tohumlarda sentezlenen giberellinler bircok
bitkide ¢igeklenme baglangicini engelleyen hormon olarak kabul edilmektedir. Zeytinde
yapilan ¢aligmalar ise yan tomurcuklarda bulunan giberellik asidin ¢i¢eklenmeyi tesvik
ederek periyodisiteyi etkiledigini gostermistir. Diger taraftan elma meyvelerinde
bulunan Indol-3-asetik asit (IAA)’in ve antepfistig1 yaprak ve c¢ekirdeklerinde bulunan
Absisik asit (ABA)’in ertesi yilki ¢igek gozii olusumunu etkiledigi belirlenmigtir
(Turhan 2011).



1.3 miRNA

Lee ve arkadaslan (1993) tarafindan Caenorhabditis elegans’in gen igerigi incelenmis
ve lin-4 geninin higbir protein kodlamamasina karsin 21 niikleotid uzunlugunda kiigiik
bir RNA transkribe ettigi bildirilmistir (Sekil 1.1). Reinhart ve arkadaslar1 (2000)
tarafindan da C. elegans’da 22 niikleotid uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan,
canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen farkli bir miRNA kesfedilmistir. Saydam ve
arkadaslar1 (2011), tiirler arasinda korunmus oldugu tespit edilen let-7’nin énemli bir

biyolojik fonksiyona sahip oldugunu gostermistir.

G uu U c A GU CUA
G CCUG CCC GAGA CUCA GUGUGA GUA U

-4 pre-miRNA  Goac 6o CcUCU GGGU CACACUUCGU -
A CAU C C C AG

lin-4 miRNA UCCCUGAGACCUCAAGUGUGA

Sekil 1.1 Lee ve arkadaslari tarafindan kesfedilen ilk miRNA (He and Hannon 2004)

miRNA’lar, yiiksek seviyede korunan DNA boélgelerinden kodlanan, proteine
translasyonu gergeklesmeyen, yaklagik 18-24 niikleotid uzunlugundaki sRNA
molekiilleridir (Unver and Budak 2009a, Saydam vd. 2011). miRNA dizilerinin
evrimsel agidan tanimlanan karakteristik 6zelliklerinden birisi organizmalar arasinda

yiiksek diizeyde korunmus olmasidir (Ambros et al. 2003).

miRNA’larm olusum siireci {ic adimda meydana gelmektedir. Ilk adimda miRNA
genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)’larin transkripsiyonu gerceklesir. Ikinci
adimda pri-miRNA’lar prekiirsor miRNA (pre-miRNA)’lara niikleus iginde
doniistiiriiliir. Ugiincii ve son adimda olgun miRNA’larin sitoplazma iginde olusumu

gergeklesir (Saydam vd. 2011).



1.3.1 Bitki miRNA’larmin sentezi

miRNA’lar, genomik DNA’dan RNA polimeraz Il enzimi tarafindan primer transkript
(pri-miRNA) olarak sentezlenmektedir. pri-miRNA [500-3000 baz cifti (bp)], “cap’ ve
“poli A” kuyruguna sahip sap-ilmik yapisindadir (Saydam vd. 2011). pri-miRNA,
DCL1 veya diger protein tipleri tarafindan geriye dogru katlanarak pre-miRNA
onciiliine doniistiiriilmektedir (Kidner and Martienssen 2005) (Sekil 1.2).

Sekil 1.2 pri-miRNA ve pre-miRNA yapisi (Zhu 2008)



pre-miRNA, HST (Exportin-5) ve niiklear bir protein olan RAN-GTP’ye bagimli
sekilde ¢ekirdekten cikarilir veya HEN1, HYL1, DCL1 proteinleri tarafindan ¢ekirdekte
tutulabilmektedir (Wijnhoven et al 2007). Bu proteinler, pre-miRNA’y1 19-24
niikleotid uzunlugundaki ¢ift zincirli miRNA:miRNA* ikilisine doniistirmektedir
(Kidner and Martienssen 2005).

Sekil 1.3 Bitkilerde miRNA sentezi ve aktivitesi (Kidner and Martienssen 2005)

Dicer, aym1 zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RISC) olusumunu
baslatmaktadir. pre-miRNA’nin sap-ilmigi, Dicer tarafindan kesildikten sonra
miRNA:miRNA* ikilisinden sadece 5' ucu daha kararli olan RISC kompleksine dahil
edilmektedir. RISC kompleksinin iginde yer alan bir RNaz olan Argonot’un etkisiyle bu
iki iplikgikten uygun olani1 secilmektedir (Sekil 1.3). Secilen iplik¢ik kilavuz iplike¢ik
olarak adlandirilirken, diger iplik¢ik RISC kompleksinin substrati olarak
parcalanmaktadir (Kidner and Martienssen 2005).



Sekil 1.4 miRNA:miRNA* ikilisinin tespiti (Guo and Lu 2010)

miRNA’nin hem 5p hem de 3p kolu RISC kompleksine baglanabilmektedir. Sekil 1.4’e
gore miRNA’ nin 5p kolu RISC kompleksine baglandiginda 3p kolu par¢alanmakta (A),
miRNA’nin 3p kolu RISC kompleksine baglandiginda ise 5p kolu parcalanmaktadir
(B). Parcalanan miRNA kolu, miRNA star (miRNA*) olarak isimlendirilmektedir.

Hedef mRNA, RISC kompleksinin yapisinda bulunan PAZ domainine 3' ucu kivrilarak
tutturulmus miRNA tarafindan tanimmmaktadir. PIWI domaini ve miRNA arasindaki
bosluga yerlestirilen hedef mRNA, miRNA’nin 5' ucundaki 1-10 niikleotidlik eslenik
kisim ile kesilmektedir. Daha sonra bu ikiye ayrilmis hedef mRNA (mesajc1 RNA),
cogunlukla sitoplazmada bulunan RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRP) aktivitesiyle
ortaya cikan ikincil kiigilk miidahale-edici RNA (siRNA)’da oldugu gibi XRN4
tarafindan parcalanmaktadir (Kidner and Martienssen 2005).



mRNA degradation Translational regulation  Transcriptional regulation

Actne chromatin

Histone mettydation

Sdent chromatin

Commaon in yeast, plants,
Common in plants Comman in anirmals and possibly animals

Sekil 1.5 miRNA’nin gen ifadesini post-transkripsiyonel diizeyde inhibe etmesi (Invitrogen 2013)

miRNA’lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra Argonot proteinleri
yardimiyla ya hedef mRNA ile baz eslesmesi yaparak onun kesilmesine ya protein
translasyonunun baskilanmasina neden olmaktadir (Saydam vd. 2011) (Sekil 1.5).
Ayrica miRNA’lar, hedef mRNA’ya karsilik gelen genomik boélgelerde DNA
metilasyonuna neden olabilmektedirler. miRNA’lar kendilerini tamamlayan bir grup

proteinle (mikroriboniikleoproteinler=miRNP) birlikte islev goriirler (Quickiwiki 2013).

miRNA, hedef mRNA’nin 3' ucundaki translasyona ugramayan bolgeye (UTR) veya
hedef mRNA’nin ORF (agik okuma cergevesi) bolgesine baglanmaktadir. Baglanma
pozisyonu, miRNA kompleksinin mRNA’nin hangi bolgesinde eslenik olduguna gore
degismektedir. 3' UTR Dbolgesine baglanma kusurlu, tam olmayan, eksik
eslesmegodsterdiginden dolay1 translasyonun baskilanmasi ile sonuglanmaktadir. ORF
bolgesine baglanma ise kusursuz, tam eslesme gosterdiginden dolay1 Argonot 2 (AGO2)
proteinleri tarafindan mRNA’nin yikimi ile sonuglanmaktadir. Ayrica miRNA’larin her
birinin birden fazla mRNA’nin ifadesini diizenleyebildigi ve mRNA’larin her birinin de

birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi bilinmektedir (Saydam vd. 2011).



1.3.2 Bitki miRNA ve hedef genlerinin teshisi

Bitki miRNA’larinin teshisinde asagidaki kriterler dikkate alinmaktadir.

~ Olgun miRNA’lar 18-24 niikleotid uzunlugunda olmali,

~ Aday olgun miRNA ve homoloji gosterdigi daha once tespit edilmis miRNA
arasinda en fazla 3 yanlis eslesme olmals,

~ pre-miRNA’larin minimum katlanma enerji indeksi (MFEI) ve negatif minimum
katlanma enerjisi (MFE) diger RNA cesitlerinden daha yiiksek (yaklasik > 0,67)
olmali (Yin et al. 2008, Zhang et al. 2006),

~ Olgun miRNA sekansinda ilmik veya biiyiik bir kirik olmamals,

~ miRNA’lar sap-ilmik yapilarinin kolunda bulunmali,

~ pre-miRNA yapisi icinde miRNA ve eslenigi miRNA* arasinda 6 niikleotidden
fazla yanlis eslesme olmamalidir (Zhang et al. 2007, 2008, 2009, Yin et al.
2008, Unver and Budak 2009a).

Bitki miRNA’lar1 ve hedef mRNA’lar1 arasindaki yiiksek dereceli eslesme algoritmalar
yardimi ile tespit edilebilmektedir (Rhoades e al. 2002). miRNA:hedef mRNA

eslesmeleri birkag deneysel metot ile de tespit edilebilmektedir.

~ Agrobacterium tumefaciens ile bitki yapraklarinin inokiile edilmesiyle miRNA
ve tahmini hedef geni tasiyan konstraklarin birlikte ifade edilmesi,

~ Hedef mRNA’larin radyoaktif isaretlenmesi,

~ 5 cap ucu olmayan mRNA’lara T4 RNA ligaz ile RNA adaptoriiniin
takilmasidir (Yang et al. 2007).
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2. KAYNAK OZETLERI

Periyodisitenin karakteristik 6zelligi olduk¢a fazla tiriinlii yili takip eden yilda ¢ok az
veya hig¢ iiriinlin olmamasidir. Bu duruma antep fistigi, armut, elma, mango, pikan
cevizi, portakal ve zeytin gibi bir¢ok tiirde rastlanmaktadir. Ciinkii bunlarda meyvenin
cok oldugu yilda ertesi yilin {irliniinii olusturacak ¢i¢ek tomurcuklari olugsmamaktadir

(Monselise and Goldschmidt 1982).

Fernandez-Escobar ve arkadaglar1 (1992) zeytinde yapraklarin N, P, K ve Mg
iceriklerinin meyve yiiklerinden etkilendigini, var yilini1 takip eden y1l diistiigiinii, mikro
elementlerin iirlin yiikiinden etkilenmedigini, bunun da zeytinin bu elementlere olan
ihtiyacinin az olmasindan kaynaklandigini bildirmektedir. Yaprak yasinin yapragin
besin icerigine etki ettigi, genc yapraklarda N, P, K, Zn, B konsantrasyonlarinin, yash
yapraklarda ise Ca, Mg, Mn, Cu, Fe konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu belirtilmistir.

Ulger ve arkadaslarinin (1999) periyodisite ile ilgili yapmis olduklari arastirma
sonucunda Memecik ve Tavsan yiiregi zeytin ¢esitlerinde var ve yok yillarindaki igsel
ABA, gibberellik asit (GA3) ve IAA miktarlarmin istatistiksel olarak % 5 seviyesinde
onemli derecede farkli oldugu goriilmiistiir. ABA ve GAj;, ¢igek tomurcugu olusumunda
dogrudan bir etkiye sahipken, IAA ve benzeri hormonlarin yillik siirgiin olusumunu
tesvik ederek c¢igek tomurcugu olusumunda dolayli bir etkiye sahip oldugu ortaya
cikmustir.

Zeytinde karbohidratlar1 inceleyen Seyyednejat ve arkadaglari (2001), meyvelerdeki
indirgen sekerlerin meyve gelisimi sirasinda azaldigini renk degisimi doneminde gegici
olarak arttigimi, yapraklardaki indirgen sekerlerin ise verim yilmin basinda biraz
arttiktan sonra azaldigini ancak verim olmayan yilda degisik bir yol izledigini
belirtmistir. Ayrica meyvelerdeki ve yapraklardaki polisakkaritlerin, verimsiz yilda daha

fazla seviyede bulundugu bildirilmistir.
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Shimon (2007) zeytin bitkisinde periyodisitenin nedenlerinin anlasilabilmesi i¢in iki y1l
boyunca davranig ve gelismesini incelemistir. Sonug olarak giibreleme, budama, bilezik
alma ve sulama gibi kiiltlirel islemlerle periyodisitenin kontrol altina alinabilecegini
belirtmistir. Ancak bitki genetigi ve cevresel kosullar nedeniyle tamamen ortadan
kaldirilamayacagimi bildirmistir. Molekiiler diizeyde genetik ¢aligmalarin periyodisite

durumuna kars1 koymaya 151k tutabilecegini belirtmistir.

Doran ve arkadaglar1 (2008) Derik yoresi zeytinliklerinin beslenme durumlarina yonelik
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, iiriinlii ve tirlinstiz yilda yapraklardaki P, K, Ca, Mg, Fe,
Mn seviyelerinin yeterli oldugunu ancak N, Zn, Cu, B seviyelerinin yetersiz oldugunu

belirlemistir.

Gilinlimiize kadar zeytin bitkisinde periyodisite ile ilgili daha ¢ok fizyolojik ¢alismalar
yapilmistir. Bu tez kapsaminda zeytin miRNA’lar1 ve tahmini hedef genlerinin
periyodisitenin molekiiler mekanizmasi ile ilgili olasi rollerinin arastirilmis olmasi
literatiirdeki 6nemli bir boslugu doldurmus ve daha ileri diizeydeki molekiiler

calismalara temel olusturmustur.

12



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tez kapsaminda Edremit Zeytin Yetistirme Istasyonu’nun Géme¢ meyve bahgesinden
zeytin bitkisinin Ayvalik ¢esidi (Olea europaea var. Ayvalik)’ne ait yaprak-meyve
ornekleri toplanmistir. Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi zeytin agaglarindan meyve
olusumunun oldugu var yilinin Temmuz ayindan yaprak-ham meyve 6rnekleri, Kasim
aymdan yaprak-olgun meyve 6rnekleri ve meyve olusumunun hi¢ olmadigi ya da ¢ok az
oldugu yok yilimin Temmuz ve Kasim aylarindan sadece yaprak ornekleri alinmigtir.
Temmuz ay1 meyvelerin goriinmeye bagladigi, Kasim ay1 ise sofralik zeytinler i¢in

meyvelerin toplandigi aydir.

Cizelge 3.1 Var ve yok yillarinda toplanan zeytin bitkisi drnekleri

Var yih Yok yili
Temmuz Kasim Temmuz Kasim
yaprak + ham yaprak + olgun
yaprak (meyve yok)
meyve meyve

miRNA tanimlama ve saptama g¢aligmalarinda biyoinformatik (bilgisayar tabanli) ve
deneysel yaklagimlar olmak {izere genel olarak iki ana stratejiden yararlanilir. Bilgisayar
tabanli miRNA saptama stratejilerinde bir takim kisitlamalar bulunmaktadir. Ornegin
bazt miRNA’lar belli dokuda belli zamanda ve/veya belli faktorler altinda ifade
edilmektedirler. Bir diger kisitlama ise, her bitki i¢in genomun yeterince dizilenmemis
olmasi ve su ana kadar saptanan miRNA’larin sayisimin belli sinirlarda olmasidir.

Dolayisiyla bu kisitlamalar1 agmak icin deneysel yontemlere basvurulmaktadir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Total RNA izolasyonu

Zeytin bitkisinin yaprak ve meyve oOrneklerinin toplam Riboniikleik asit (RNA)
izolasyonlari, TRIzol (Invitrogen) kimyasali kullanilarak ve Budak (2009a) tarafindan
tarif edildigi gibi yapilmistir. Kisaca 100 mg bitki 6rnekleri, sivi azot ile pargalanarak 1
mL TRIzol reaktifi igeren 2 mL’lik steril tiiplerde homojenize edilmistir. Homojenize
edilen ornekler 5 dk oda 1sisinda bekletilerek niikleoprotein komplekslerinin tamamen
ayrigsmasi saglanmigtir. 1 mL TRIzol reaktifi i¢in tiiplerin i¢ine 0,2 mL kloroform ilave
edilmistir. Tiipler 15 sn boyunca elle kuvvetlice g¢alkalanip 2-3 dk oda 1sisinda
bekletildikten sonra 15.000 rpm’de 20 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Ustteki siv1 faz
yeni bir tiipe aktarilip isopropil alkolle karigtirllarak RNA’nin ¢dkmesi saglanmistir.
Homojenizasyon esnasinda kullanilan TRIzol reaktifinin yarisi kadar isopropil alkol
ilave edilmistir. Ornekler oda 1s1sinda 10 dk bekletildikten sonra 15.000 rpm’de 10 dk 4
°C’de santrifiij edilmistir. RNA ¢okeltisi, kullanilan her 1 mL TRIzol reaktifi igin %
75°1ik etanol ile yikanmstir. Ornekler vorteks ile karistirildiktan sonra 10.000 rpm’de 5
dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. RNA ¢okeltisi 5-10 dk kurumaya birakildiktan sonra 30
ul steril deiyonize su (ddH,0) ile ¢oziiliip 10 dk 55-60 °C’de bekletilmistir.

3.2.2 mirVana ile miRNA izolasyonu

10%-107 hiicre ya da 0,5-250 mg doku soguk fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)’de
yikanmustir. Ornekler 300-600 pl Liziz/baglanma tamponu icinde parcalanmstir. 1/10
miRNA homojenat ilave edilip iyice vorteks edildikten sonra 10 dk buzda bekletilmistir.
miRNA homojenat ilave etmeden Once, lizat hacmini esitlemek igin asit-
fenol:kloroform eklenmistir. Karisim 30-60 sn vorteks edilmistir. Organik ve sivi fazlan
ayrrmak i¢in 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Dikkatlice siv1 faz kurtarildiktan
sonra yeni tiipe aktarilmistir. sSRNA’lar1 zenginlestirme yontemi ile isleme devam
edilmistir. Organik ayirmadan sivi fazi kurtarmak i¢in 1/3 hacminde % 100 etanol ilave
edilmis ve iyice karistirilmistir. Orneklerin her biri toplama tiiplerinden birinin igindeki

filtre zarfina yerlestirilmistir.
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Lizat/etanol karisimu filtre zarfinin iizerine pipet ile aktarilmistir. Karigimin filtreden
gegmesi i¢in 10.000 rpm’de 15 sn santrifilj edilmistir. Siiziintiiye 2/3 hacminde % 100
etanol eklenmis ve iyice karistirilmistir. Orneklerin her biri toplama tiiplerinden birinin
icindeki filtre zarfina yerlestirilmistir. Siiziintii/etanol karisimi ikinci filtre zarfi iizerine
pipet ile aktarilmistir. Karisimin filtreden gegmesi icin 10.000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edilmistir. Tiim siiziintii/etanol karisimi siizgegten gecene kadar sivi fazi
akitma iglemi tekrarlanmigtir. Filtre zarfi 700 pl miRNA yikama c¢ozeltisi 1 ile
yikandiktan sonra 5-10 sn santrifiij edilmistir. Siv1 faz akitma islemi yapilmigtir. 500 pl
yikama ¢ozeltisi 2/3 ile yikandiktan sonra 5-10 sn santrifiij edilmistir. Sivi faz akitma
islemi yapilmistir. Tekrar 500 pl yikama ¢o6zeltisi 2/3 ile son kez yikandiktan sonra 5-10
sn santrifij edilmistir. Siv1 faz akitma isleminden sonra filtre zarfi ayn1 toplama tiipiiniin
icine yerlestirilmis ve sivi atig1 siizgegten uzaklastirmak i¢in 1 dk santrifiyj edilmistir.
Filtre zarfi yeni tiipe aktarilmistir. Filtrenin tam merkezine 6nceden 1sitilmig (95 °C)
100 pl akitma ¢ozeltisi ya da niikleazsiz su ilave edilmistir. RNA’y1 ayirmak i¢in 20-30
sn en yiksek hizda santrifiij edilmistir. Akitilan RNA -20 °C veya -80 °C’de

kullanilincaya kadar saklanmistir.

3.2.3 RNA’nin saflastirilmasi

RNA izolasyonlar tamamlandiktan sonra RNA 6rneklerinden 10 pg alinarak 10 iinite
RNase ihtiva etmeyen Turbo DNase I (Ambion, Inc., TX, USA) ile 20 ul’lik reaksiyon
hacminde toplanmig ve 37 °C’de 30 dk bekletilmistir. 65 °C’de 10 dk ek inkiibasyon ile
toplam RNA ornekleri DNA’dan armndirilmistir. RNA’larin kalitesi ve miktari

NanoDrop 6l¢iimii ve jel elektroforezi ile belirlenmistir.

3.2.4 sRNA Kkiitiiphanesinin olusturulmasi

T4 RNA Ligaz (Promega ya da GE Amersham, FPLC pure) kullanilarak 3' adaptor
ligasyonu yapilmistir. Bunun i¢in 2 pl 5X Ligasyon tampon ¢ozeltisi, 2 pl 100 uM
Appl7.91x, 5 wl purifiye edilmis SRNA’lar ve 1 pl T4 RNA ligaz tiipe konularak 2 saat
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Reaksiyon 15 pl 2X Urea yiikleme boyasi ile

durdurulmustur. Denatiire poliakrilamit jel [% 10 (0,5 mm)] hazirlanmis ve adaptor
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baglanmis RNA’lar jelden kesilerek yukarida anlatildig: gibi eliisyon yapilmistir. 5' ucu
adaptor ligasyonu ise 2 pl 5X Ligasyon tampon ¢dzeltisi, 2 pl 200 pM 17.93R, 1 pl 4
mM ATP, 1 ul T4 RNA Ligaz, 3' adaptor baglanmis 5 pul SRNA’larin bir araya getirilip
6 saat oda sicakliginda bekletilmesiyle gergeklestirilmistir. 15 pl 2X Urea yiikleme

boyasiyla reaksiyon durdurulmustur.

Ligasyondan sonra RNA’lar reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
ile komplementer DNA (cDNA)’ya ¢evrilerek, ardindan ¢ogaltilmistir. Bu islem i¢in; 5
ul baglanmis RNA, 1 pl 100 uM 15.22, 10 ul ddH,O bir tiipte birlestirilmis ve 80 °C’de
2 dk 1sitilarak hemen buza alinmistir. 6 pl 5X First Strand tampon ¢ozeltisi (Invitrogen),
7 ul 10X deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) karisimi, 3 pl 100 mM dithiothreitol (DTT),
1 pl SuperScript IIT RT (200 U/ul) bir tiipte toplanarak 48 °C’de 1 saat inkiibe edilmis
ve 1 ul RNase H ilave edilerek 37 °C’de 30 dk bekletilmistir. Hazirlanan ¢cDNA’lar
kalip olarak kullanilarak 1 pl 100 pM 17.92, 1T pl 100 pM 17.93D primerleri ile
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) programlanmistir. SRNA’larin ¢cDNA kiitiiphanesi
bu sekilde ¢ogaltilarak % 15 denatiire poliakrilamid jelde analiz edilmistir. RT-PCR
iiriinleri EtBr yerine daha hassas oldugu i¢in SYBR Gold boyasiyla boyanmistir.

Cogaltilan cDNA kiitliphanesi jelden kesilip izole edilmis ve eliisyonu yapilmistir. Bu
islem iki kez fenol ve iki kez kloroform ekstraksiyonu ve NaCl ilave edilerek 0,3
M/EtOH ¢oktiiriilmesi ile tamamlanmistir. Pellet c¢oktiiriiliip tekrar sulandirilmistir.
Sonrasinda ise Banl (0,67 U) ile konkatamerizasyon saglanmistir. Banl kesim {tirtinleri
yukaridaki gibi purifiye edildikten sonra T4 DNA ligaz ile ligasyonu yapilmistir.
Ligasyon firiinlerinin % 2’lik GTG Nusieve Agaroz jelde 1X Tris-Asetik asit-EDTA
(TAE) tamponu ile yiiriitilmesinden sonra kesilen > 300 baz ¢ifti (bp) konkatamerler, 5
dk 65 °C’de eritilmistir. Konkatamerlerin eliisyonu esit hacimde fenol ile yapilmigtir.
Olusan karigim 5 dk buzda bekletilip 5.000 g’de 10 dk 4 °C’de santriflij edilmisgtir.
Sonra sulu faz uzaklastirilarak ayrisim tekrar 1:1°lik fenol-kloroform ile karistirilmig ve
tekrar bir ayrisima sadece kloroform ile tabi tutulmustur. 0,06 hacim 5 M NaCl ve 2,5
hacim EtOH karistirilarak -20 °C’de glikojen ile en az 2 saat ¢oktiiriilmiistiir.
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3.2.4.1 RNA kiitiiphanesinin klonlanmasi

RNA Kkiitiiphanesini klonlamak i¢in 6nce 1X ligaz tampon ¢ozeltisi, 5 ng pGEM-T Easy
vektor (Promega), 3 iinite DNA ligaz enzimi (Promega) ve hazirlanan cDNA bir tiipe
konularak hacim 10 upl’ye tamamlanmistir. Baglanma iglemi i¢in 4 °C’de bir gece
inkiibe edilmigtir. Klonlama i¢in bir koloniden elde edilmis E. coli Dh5-au hiicreleri
kullanilmigtir. Bu deneyle beraber “E.coli ‘competent’ yani klonlamaya hazir hiicrelerin
elde edilmesi ve hiicrelerin ligasyon {iriinii ile transformasyonu”, “kolonilerden plazmid
izolasyonu”, “izole edilen plazmidin kontrol edilmesi” islemleri Unver (2008)’in
doktora tezinde ayrintili olarak anlatilan yontemlere gore yapilmistir. DNA dizi
analizleri ve homoloji ¢alismalart ise segilen klonlardan, biyoinformatik yaklasimlar ile

yapilmistir (Unver and Budak 2009a).

3.2.4.2 Klonlama icin ‘competent’ hiicre hazirlanmasi

Bir koloniden elde edilmis E. coli Dh5-a hiicreleri 2 mL LB besiyerine konularak bir
gece 37 °C, 250 rpm’de c¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Bu hiicrelerden 1 mL alinarak
steril kosullarda yeni 100 mL LB’ye transfer edilmis ve ODggo 0,375 olana kadar bu
hiicreler biiyttiilmiistiir. Hiicreler steril 50 mL’lik falkon tiiplerine aktarilip 30 dk buzda
bekletildikten sonra 4 °C, 4.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Toplanan hiicrelerin {izerine
100 mM 10 mL CaCl, konularak buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildikten sonra 4 °C,
4.000 rpm’de tekrar santrifiij edilerek hiicreler toplanmistir. Toplanan hiicreler 100 mM
1 mL CaCl,’de ¢oziildiikten sonra bir gece 4 °C’de bekletilip transformasyon igin

kullanilmistir.

3.2.4.3 E. coli ‘competent’ hiicrelerinin ligasyon iiriinii ile transformasyonu

E. coli Dh5-a ‘competent’ hiicrelerinden 50 pl alinarak 2 mL’lik steril tiipe aktarilmis
ve lizerine 5 pl ligasyon tirlinii konulduktan sonra 30 dk buzda inkiibe edilmistir. Daha
sonra 42 °C’de 60 sn sicaklik soku uygulanip, lizerine 150 pl SOC besiyeri konularak
45 dk 37 °C, 250 rpm’de sallanarak biiyiitiilmiistiir. Biiyliyen hiicreler ampisilin, X-gal
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ve IPTG igeren LB agar kiiltiir tabaklarina ekilerek 37 °C’de bir gece inkiibe edildikten
sonra beyaz koloniler secilmistir. Secilen tek koloniler, steril tiipiin igine 500 pl LB
(ampisilinli) konularak bir gece 37 °C, 250 rpm’de sallanarak biiyiitiilmiis ve 500 pl %
50 gliserol konularak -80 °C’de depolanmigtir. Segilen kolonilerin iginde istedigimiz
DNA parcasinin olup olmadigini test etmek icin tekrar gene 6zgli primerler ile PCR
yapilmistir (PCR kosullar ilk amplifikasyon ile ayni olmustur). Bu bantlar da % 1’lik
agaroz jelde gortintiilendikten sonra stoklanan hiicreler tekrar 2 mL LB (ampisilinli)’de
bir gece 37 °C, 250 rpm’de sallanarak biiylitiilmiis ve plazmid izolasyonu yapilmistir
(Unver 2008).

3.2.4.4 Kolonilerden plazmid izolasyonu

Kolonilerden plazmid izolasyonu, QIAGEN QIAperp Spin Miniprep Kit protokoliinde
yazildig1 gibi yapilmistir.

3.2.5 Yiiksek verimli dizileme teknigi ile SRNA analizi

Dusiik kaliteli pargalarin  siiziilmesi, adaptor-adaptér ligasyonu ile olusan
kontaminasyonun temizlenmesi ve adaptdr/alict dizilerinin kaldirilmasindan sonra her
bir benzersiz dizi okumalarinin olusumu dizi pargalari olarak sayilmigtir. Sonra
kodlanmayan RNA’larin bozulmus parcalarini siniflandirmak i¢in Rfam’de (Griffiths-
Jones et al. 2005) ve GenBank’da mevcut olan kodlanmayan RNA’lar (rRNA, tRNA,
snRNA, snoRNA) ile karsilagtirnlmigtir. Buna ek olarak Olea europaea’da bilinen
miRNA’lar tanimlamak i¢in miRBase 18.0 (Griffiths-Jones et al. 2008) kullanilarak
tim diziler arastirllmistir. Ardindan Olea europaea ve diger bitkilerde bilinen
miRNA’larin evrimsel agidan korunma iliskileri aragtinnlmistir. Olea europaea ve diger
bitkilerde bilinen bir miRNA’nin ikiden az uyumsuzluk ile homoloji gostermesi
evrimsel acidan korunmus kabul edilmistir. Biitiin SRNA’lar ve miRBase’de bilinen
miRNA’larin tanimlanmis ortologlar1 SOAP 2.0 programi (Li et al. 2009) kullanilarak
ifade edilmis dizi parcalar1 (EST) taranmustir.
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3.2.5.1 Yeni miRNA’larin tahmini

Zeytin miRNA’larinin tahmini 6nceden gelistirilmis bitki miRNA tahminleri kriter
olarak kullanilarak yapilmistir (Allen et al. 2005). Geriye dogru katlanmis karakteristik
ozellige sahip miRNA Onciilleri, yeni miRNA’larin tahmininde kullanilmistir.
Tahminler, Beijing Genom Enstitiisii (BGI) tarafindan gelistirilmis olan Mireap
<http://sourceforge.net/projects/mireap> programinda yapilmistir. Zeytin
miRNA’larinin atipik ve yeni dizilerini tamimlamak i¢in asagidaki yoOntemler
izlenmistir. ilk olarak sSRNA’larin haritalanmasiyla kesme noktalarindan tanimlanmis
aday miRNA bolgeleri taranmistir. Daha sonra miRNA adaylarin1 segmek icin bilinen
miRNA’larin kurtarilmis dizilerinin ¢ogunlugunu saglayan sinirlayici énemli kriterler
kullanilmigtir. Son olarak RNA ikincil yapilari, Mfold (Zuker 2003) kullanilarak kontrol

edilmisgtir.

3.2.5.2 miRNA hedef genlerinin tahmini

miRNA adaylarinin tahmini hedef bolgeleri, 6zel Perl yazilim dilinde gelistirilen
program kullanilarak zeytin EST ve miRNA’larinin siralanmasiyla tanimlanmistir.
Hedef gen tahminleri i¢in Allen ve arkadaglar1 (2005), Schwab ve arkadaslar1 (2005)

tarafindan onerilen kurallar uygulanmistir.

~ SRNA ve hedef arasinda uyumsuzluk 4’den fazla olmamali (G-U bazlar
yaklasik 0,5 uyumsuzluk igerir),

~ miRNA ve hedef arasinda 2 bitisik uyumsuzluktan fazla olmamali,

~ Hedef ile miRNA’nin 2-12 pozisyonlar1 arasinda bitigik uyumsuzluk olmamali

(5' miRNA),

~ Hedef ile miRNA’nin 10-11 pozisyonlari arasinda uyumsuzluk olmamali,
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~ Hedef ile miRNA’nin 1-12 pozisyonlar1 arasinda uyumsuzluk 2,5’dan fazla

olmamali,

~ Hedef ile miRNA’nin MFE’si arasinda onun miikemmel tamamlayiciligi icin

miRNA baglarinin MFE’si % 74’den daha biiytlik olmalidir.

3.2.6 miRNA’larin dl¢iilmesi

Ozel doku ya da hiicre tipinde miRNA’larin islevlerinin anlagilmasi icin miRNA
tanimlama ve sayisal olarak miktarlarin1 6l¢cme uygulamalar ¢ok 6nemlidir. Bunun i¢in
Northern hibridizasyonu, klonlama ve mikroarray analizleri gibi metodlar oldukga
yaygin kullanilmaktadir. Ne var ki, bu metodlarn etkinligi ve hassasiyeti diisiik olup
cok miktarda 6rnekleme i¢in de uygun degildir. Bunlarin yerine daha etkin, hassasiyeti
yiiksek, goreceli ve sayisal olarak dlgiim saglayan qRT-PCR metodu kullanilmaktadir.
miRNA saptamak ve dlgmek icin uygulanan metod temelde iki asamadan olusur. Ilk
asamada, tasarlanan sap-ilmik RT primerinin, Ol¢lilmesi amaglanan miRNA’ya
yapisarak onun iizerinden cDNA sentezini ger¢eklestirmesi saglanmstir. Ikinci asamada
ise Ozel olarak miRNA i¢in hazirlanan ileri primeri ve sap-ilmige uygun olan evrensel

geri primeri ile 6zel bir qRT-PCR reaksiyonu yapilmistir (Cheen et al. 2005).

3.2.6.1 miRNA’lara 6zgii cDNA sentezi

Zeytin bitkisinde var yilimin Temmuz ve Kasim aylarinin yaprak-meyve 6rneklerinden,
yok yilinin Temmuz ve Kasim aylarinin sadece yaprak orneklerinden izole edilen
RNA’lardan miRNA cDNA sentezi yapilmistir. Ardindan miRNA ifade diizeylerini
tespit etmek icin QRT-PCR metodu uygulanmistir. miRNA’lara ait cDNA sentezlemek
icin kullanilacak olan toplam RNA’larin kolondan gegirilerek temizlenme asamasina
tabi tutulmamasi gerekmektedir. Ciinkii kolonda temizleme yapilirken sRNA’lar
(miRNA, siRNA, snRNA vb) kaybedilmektedir. miRNA’lara 6zgii cDNA sentezlemek
amaciyla “sap-ilmik” denilen yapiy1 da i¢inde barmdiran ve miRNA’ nin 3’ ucundaki
son 6 niikleotide eslenik olan diziye sahip primerler tasarlanmistir. cDNA sentezlemek

amaciyla hazirlanan primerlerin listesi Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2 miRNA cDNA sentezi i¢in tasarlanan RT primerler

Oeu-miR159-RT

5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGG-3’

Oeu-miR164-RT

5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGG-3’

Oeu-miR166-RT

5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGG-3’

Oeu-miR168-RT
5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACATTCAC-3’
Oeu-miR171-RT

5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGG-3’

Oeu-miR395-RT

5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGG-3’

Oeu-miR396-RT
5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGTTCA-3’
Oeu-miR156-RT
5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTGCTC-3’
Oeu-miR172-RT
5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGCAG-3’

miRNA’ya 06zgii cDNA sentezlemek icin Oncelikle zeytin bitkisinden toplanan
orneklerden izole edilen toplam RNA’larin reaksiyona 1,5 pg’da esitlenerek baslamasi

saglanmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 1.500 ng RNA i¢in toplam RNA’lardan alinmasi gereken hacim

sRNA Kkiitiiphanesi RNA yogunlugu (ng/pl) 1.500 ng RNA (nl)

Ham meyve (HM) 541,4 2,77
Olgun meyve (OM) 560,4 2,68
Var kasim (VK) 398.,6 3,76
Yok kasim (YK) 575,5 2,61
Var temmuz (VT) 337,7 4,44
Yok temmuz (YT) 474,6 3,16
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miRNA cDNA sentezi ve qRT-PCR deneyleri i¢in farkli kontrol cDNA sentez
reaksiyonlar1 da yapilmistir. Bunlar NoRT, NoRNA ve NoSSIII’dir. NoRT, kalip
RNA’nin ve SSIII revers transkriptaz enziminin ve diger gerekli bilesenlerin bulundugu
[SSIIT tamponu, dNTP mix, Riboniikleaz inhibitér (RNaz out), DTT] fakat 6zgiin RT
primerinin bulunmadigi kontrol cDNA reaksiyonudur. NoRNA, biitiin gerekli sentez
kimyasallarinin bulundugu fakat RNA’nin bulunmadigi negatif kontrol reaksiyonudur.
NoSSIII ise RNA kalib1 da dahil olmak {izere biitiin kimyasallarin bulundugu fakat
revers transkriptaz enziminin bulunmadigi kontrol reaksiyonudur. miRNA cDNA
sentezi ve qRT-PCR islemlerinde, Varkonyi-Gasic ve arkadaslari (2007) tarafindan
gelistirilen protokoller esas alimmigtir. miRNA ¢DNA sentezinin ilk asamasi igin

Cizelge 3.4’de gosterilen bilesenler, numaralandirilan tiiplere ilave edilmistir.

Cizelge 3.4 miRNA cDNA sentezi i¢in ilk agama

Tiip numarasi 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kiitiiphane ismi HM oM VK YK VI YT NoRT NoRNA NoSSIII
Toplam RNA 2,77 2,68 3,76 2,61 444 3,16 261 - 2,61

1 pmol RT primeri 1 1 1 1 1 1 - 1 1

10 mM dNTP 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
ddH,0 9,38 9,47 8,39 9,54 7,71 899 9,54 12,15 9,54
Toplam hacim 13,65 pl

PCR cihazinda tiipler 6nce 65 °C’de 5 dk bekletilmis ve hemen buza alinmigtir. miRNA
cDNA sentezinin ikinci agamasinda her bir tiipe; 4 pl 5X First strand tampon ¢ozeltisi, 2
pul 0,1 M DTT, 0,1 ul RNase out (40 U/ul), 0,25 pl SSIIT (200 U/ul) karisgimi ilave
edilmigtir. 9. tiipe 0,25 ul SSIII yerine 0,25 pl ddH,0 ilave edilmistir. Tiim tiipler tekrar
PCR cihazina konularak istenilen sicaklik programi uygulanmistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5 miRNA cDNA sentezi PCR programi

Sicakhk Siire

16 °C 30 dk

30 °C 30 sn

42°C 30 sn 60 dongii
50°C 1 sn

85°C 5dk

3.2.6.2 miRNA’larin qRT-PCR ile miktar 6l¢iimii

gRT-PCR islemleri, Roche SYBER Green Master karisimi kullanilarak Roche
LightCycler 480 Real-Time PCR cihazi’nda gerceklestirilmistir. qRT-PCR deneyleri
icin RT primerinde bulunan diziden yararlanilarak her miRNA i¢in ortak olan evrensel
geri “‘universal reverse” primeri kullanilmistir. Her miRNA icin 06zgiin olarak

tasarlanan ileri “forward” primerleri ise Cizelge 3.6’da gosterilmisgtir.

Cizelge 3.6 miRNA miktar analizi i¢in tasarlanan ileri primerler

Oeu-miR159-F
5’-GCGGCGGTATTGGAGTGAAGGGA-3’
Oeu-miR164-F
5’-TCGCTTGGAGAAGCAGGGCA-3’
Oeu-miR166-F
5’-GCGGCGGTCGGACCAGGCTTCAT-3’
Oeu-miR168-F
5’>-TTCCTTGATCCCGCCTTGCACCAA-3’
Oeu-miR171-F
5>-TTCCTTATTGAGCCGTGCC-3’
Oeu-miR395-F
5’-CGGCGGCTGAAGTGTTTGGGGG-3’
Oeu-miR396-F
5’-TCGCGTTCCACAGCTTTCT-3’
Oeu-miR156-F
5’-TCGCGTGACAGAAGAGAGA-3’
Oeu-miR172-F
5’-CGGCGGAGGATCTTGATGATG-3’
Evrensel geri primer
5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’
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6 farkl kiitiiphanenin ii¢ farkli cDNA seyreltmesi (1/2, 1/4 ve 1/8) ile ti¢ tekrarli 6l¢iim
yapilmistir. Hazirlanan kontrol cDNA (NoRT, NoSSIII, NoRNA)’larin bir seyreltmesi
(1/10) ile ti¢ tekrarli Slglim yapilmistir. qRT-PCR’1in kontrolii i¢in negatif kontrol
(NTC) hazirlanmigtir. qRT-PCR islemi i¢in bir tabakta bulunan 96 kuyucugun 64’i
kullanilmistir. 64 kuyucuk icin Cizelge 3.7°de gosterilen oranlarda bir karigim

hazirlanmustir.

Cizelge 3.7 6 farkli kiitliphanede miRNA miktar analizi icin qRT-PCR karigimi

Bilesenler 1X 64X

2X SYBR master karisim 10 640

100 pmol ileri primer 0,1 6,4

100 pmol geri primer 0,1 6,4
ddH,0 7,8 499,2
Toplam hacim 18 ul 1.152 pl

Bu kapsamda hazirlanan qRT-PCR deney plan1 Sekil 3.1°de gosterilmistir. 64
kuyucugun her birine hazirlanan SYBER master karisimindan 18’er pl dagitildiktan
sonra 2’ser pl cDNA seyreltmeleri ilavesi ile toplam hacim 20 pl olmustur. NTC’nin

hazirlandig1 H kuyucuguna cDNA yerine 2 ul ddH,O ilave edilmistir.

Sekil 3.1 miRNA’nin qRT-PCR deney plani
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miRNA gRT-PCR deneylerinde her farkli miRNA primeri i¢in en uygun baglanma
sicakligi Dbelirlenmistir. Cizelge 3.8’de baglanma sicakligi 6mek olarak 56 °C
gosterilmistir. Erime (melting) egrisi analizi icin ise 6rnekler 95 °C’de denatiire edilip
65 °C’de bekletilmistir. Floresan sinyalleri 530 nm’de 65 °C’den 95 °C’ye kadar her bir
saniyede, 0,5 °C derece artista almmustir. Sonuglar LightCycler480 Software yazilimi
araciligi ile analiz edilmistir (Unver and Budak 2009a, Unver et al. 2009b).

Cizelge 3.8 miRNA qRT-PCR programi

Reaksiyon asamasi Sicakhik Siire

On 1sitma (parcalama) 95°C 5dk

95°C 5sn
Cogalma 56 °C 10 sn 40-45 dongii
72 °C 1 sn

3.2.7 miRNA hedef genlerinin biyoinformatik yontemlerle saptanmasi

Ifade seviyelerinde farklilik olan miRNA’larin tahmini hedeflemis oldugu genler, ilk
asamada biyoinformatik yaklasimlar kullanilarak saptanmistir. Unver ve Budak (2009a)
tarafindan vurgulanan hedef gende aranan cesitli kriterler goz 6niinde bulundurularak
BLASTn ve BLASTX algoritmalar ile hedef genlere ulasilmistir. Bu algoritmalarin
eksik kaldig yerde daha etkin ve hassas miRU
<http://bioinfo3.noble.org/miRNA/miRU.htm> yazilimi kullanilmigtir. miRU, segilen
olgun miRNA dizisinin programa yiiklenmesi ile potansiyel miRNA’ya eslenik hedef
diziyi igeren genleri tarar (Zhang et al. 2005). Olgun miRNA dizisi (19-28 nt
uzunlugunda) 5"”den 3' yoniine dogru yazilima yiiklenerek P. trichocarpa veri
tabanlarinda olas1 hedef genler taranmistir. Olgun miRNA ile hedef gen arasinda izin
verilecek uyusmazliklar 1 ile 3 seklinde ayarlanmistir. Program ¢iktilari arasinda olgun
miRNA dizisinin hangi olas1 hedef genler ile eslestigi, aralarinda varsa ka¢ yanlis

eslesme oldugu, olgun miRNA dizisinin hedef transkripteki kesim bdlgesi bulunmustur.
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3.2.7.1 miRNA hedef genlerinin cDNA sentezi

Biyoinformatik olarak tespit edilen hedef genlerin qRT-PCR ile miktarin1 6l¢mek i¢in
oncelikle her bir kiitiiphane i¢in izole edilen toplam RNA’lar kolondan gecirilerek
temizlenmistir. Daha sonra temizlenen RNA’lara Cizelge 3.9’da gosterilen bilesenlerin

ilave edilmesiyle olusan karisim, 65 °C’de 5 dk bekletilip hemen buza alinmustir.

Cizelge 3.9 miRNA hedef gen cDNA sentezinin ilk agamasi

Bilesenler 1X

50 pmol/ul Oligo dT (20) primeri 1l
Toplam RNA 1 pug-5pug
10 mM dNTP 1 ul
ddH,O -

Toplam hacim 12 pnl

Daha sonra tiipiin igerisine 2 ul 0,1 M DTT, 1 ul RNaz out ilave edilmistir. 42 °C’de 2
dk bekletildikten sonra 1 pul (200 U/ul) Superscript III reverse transkriptaz enzimi ilave
edilmistir. 1,5 saat 50 °C’de reaksiyon gergeklestirilmis ve 70 °C’de 15 dk bekletilerek

reaksiyon sonlandirilmistir.

3.2.7.2 miRNA hedef genlerinin qRT-PCR ile miktar dl¢iimii
Biyoinformatik yontemlerle saptanan hedef genler icin tasarlanan ileri (F) ve geri (R)

primerleri Cizelge 3.10°da gosterilmistir. Primerler, hedef genin en fazla 200 baz ¢ifti

uzunlugunda bir bolgeyi ¢ogaltacak sekilde tasarlanmigtir.
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Cizelge 3.10 miRNA hedef gen miktar analizi i¢in tasarlanan ileri ve geri primerler

Hedef gen primerleri Tleri (F) primerler (5’ > 3°) Geri (R) primerler (5’ > 3°)
Oeu-Tar-miR159 AGGTAACGGCAGGGTGGAA  CAATAGCATGACCCCAACGAG
Oeu-Tar-miR164 TCAGCCACGCTCACAGGCCT GTCGGTCAGGAGGCTCTCCG
Oeu-Tar-miR166 GCTCAATGAAGGCCTTGCCCG GCACGCGAAGCCCTGTTGCA
Oeu-Tar-miR168 CGCCCGATAGATCGAGAAA AGCCTCAACAGAAGCCAGAG
Oeu-Tar-miR171 GCCGTCAACGCCAACCTCGA AGCCTCTCACTGGCGTCCGT
Oeu-Tar-miR395 TGTTGGTCGCGATCCTGCCG  CGCCAACCCACGCATCTTGGT
Oeu-Tar-miR396 CTGCAGTGGATCATGGTGT GCCCTTCTCTCCCCATTTAG

Her bir hedef genin miktar analizi i¢in Cizelge 3.11°de gosterilen bilesenler ilave
edilerek 6zgiin karigim hazirlanmigtir. 6 farkli kiitiiphane igin izole edildikten sonra
temizlenen toplam RNA’lardan sentezlenen cDNA’larin 1/20 seyreltmeleri 3 tekrarh
olarak kullanmilmistir. 18S rRNA geni baz almarak her bir kiitiiphanedeki cDNA

yogunlugu esitlendikten sonra deneye baglanmistir.

Cizelge 3.11 miRNA hedef genlerinin miktar analizi i¢in qRT-PCR karigim1

. 188 tar tar tar 164
Bilesenler 1X 3{91;1(? (19):2)96 (19)?2)95 (19X)6
2X SYBR master karisim 10 190 190 190 190
100 pmol ileri primer 0,1 1,9 1,9 1,9 1,9
100 pmol geri primer 0,1 1,9 1,9 1,9 1,9
ddH,O0 7,8 148,2 148,2 148,2 148,2
Toplam hacim 18l 342 pl 342l 342pl 342 pl
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18S rRNA

tar 396

tar 395

tar 164

Sekil 3.2 tar396, tar395 ve tar164 hedef genlerinin qRT-PCR deney plam

Bu kapsamda hazirlanan qRT-PCR deney plan1 Sekil 3.2°de gosterilmistir. 76
kuyucugun her birine hedef gene 6zgiin olarak hazirlanan SYBER master karigtmindan
18’er pl dagitildiktan sonra 2’ser pl 1/20 cDNA seyreltmeleri ilavesi ile toplam hacim
20 pl olmustur. NTC’nin hazirlandig1 kuyucuklara ¢cDNA yerine 2 pl ddH,O ilave
edilmigtir. Her farkli hedef gen primeri i¢in en uygun baglanma sicaklig1 belirlenmistir.

Cizelge 3.12°de verilen qRT-PCR programinda tar395, tar396 ve tar164’iin baglanma

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

® © ® @ ® ® ¢ ® ¢ o o o
HM (1/20) OM (1/20) VK (1/20) YK (1/20)

® ¢ 6 ® ® ®§ @€ O O O O O
VT (1/20) VT (1/20) NTC

® 6 6 ¢ 6 ® ¢ 6 o & 0 0
HM (1/20) OM (1/20) VK (1/20) YK (1/20)

® ¢ 6 ® @ @ ® O O O O O
VT (1/20) VT (1/20) NTC

® & & & & ® & 6 ¢ & 00
HM (1/20) OM (1/20) VK (1/20) YK (1/20)

® ¢ ® @ ® ® ® O O O O O
VT (1/20) VT (1/20) NTC

® O 6 © 6 ® ¢ 6 ¢ 0 00
HM (1/20) OM (1/20) VK (1/20) YK (1/20)

® ¢ ® @ ® ® ® O O O O O
VT (1/20) VT (1/20) NTC

sicaklig1 55 °C olarak gosterilmistir.

Cizelge 3.12 miRNA hedef geni qRT-PCR program1

Reaksiyon agamasi Sicakhk Siire

On 1sitma (parcalama) 95°C 5dk
95°C 10 sn

Cogalma 55°C 20 sn 41 dongii
72°C 10 sn
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4. BULGULAR

Sistemik olarak bitki miRNA’larin1 tanimlamak i¢in yiiksek verimli dizileme tekniginin
son yillarda basarili bir sekilde uygulanmasiyla miRNA fonksiyonlart hakkindaki
bilgiler biiyiik dl¢iide artmaktadir (Wang et al. 2011). Bu tez ¢alismasinda zeytinde
periyodisite ile iligkili miRNA’larin ve hedef genlerinin biyoinformatik ve deneysel

analizleri yapilmistir.

4.1 Biyoinformatik Analizler

Zeytin bitkisinin periyodisite ile iligkili sSRNA’larinin belirlenmesi i¢in var ve yok
yillarinda toplanan 6rneklerden olusturulan yaprak-meyve kiitiiphanelerine ait okuma
istatistikleri Cizelge 4.1°de verilmigstir. Illumina HiSeq 2000 yiiksek verimli dizileme
teknigi ile toplamda yaklasik 94 milyon, her bir kiitliphanede ise yaklagik 15 milyon
ham okuma elde edilmistir. Her bir kiitliphanede okumalarin yaklasik % 99,4’iinii

sadece temiz okumalar olusturmaktadir (Yanik ez al. 2013).

Cizelge 4.1 6 farkli kiitiphanedeki sSRNA’larin okuma istatistikleri

HM oM VK YK VT YT
okuma % okuma % okuma % okuma % okuma % okuma %
sayis1 sayisi sayisi sayisi sayisi sayisi

Toplam 5304777 13895311 15310134 15849260 17043189 16064294

okuma

Yiiksek

verim 15340544 100 13868830 100 15288291 100 15825515 100 17018648 100 16041414 100

Bos 4407 0,03 4141 003 3703 0,02 4334 003 3941 3937 0,02

3’adaptor

Bos 6029 0,04 1148 001 3681 0,02 2995 0,02 2750 0,02 4423 0,03

okuma

Bos 4316 03 12104 0,09 93196 061 40797 026 18866 0,1 38204 024

5’adaptor

:11(3:1; 23051 0,15 33526 024 32945 022 66057 042 42170 025 62461 039

A 727 0 590 0 1298 0,01 911 0,01 712 0 529 0

kuyrugu

OTE:I“H‘; 15260014 99,48 13817321 99,63 15153468 99,12 15710421 99,27 16950209 99,6 15931860 99,32
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Okumalarin uzunluklari, kiitiiphanelerin her birinde oldukca benzer goriilmiistiir. 18-32
nt uzunlugundaki miRNA’lar arasinda en fazla yogunlukta 24 nt uzunlugundaki

miRNA’lara rastlanmistir (Sekil 4.1) (Yanik et al. 2013).
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niikleotid uzunlugu

Sekil 4.1 6 farkl kiitiiphanedeki miRNA’larin niikleotid uzunluklart

HM-OM, VK-VT, YK-YT, YT-VT, YK-VK Kkiitiiphaneleri arasindaki ortak ve 6zgiin
benzersiz diziler tanimlanmistir. Benzersiz dizilerin yaklasik % 12’si meyve
kiitiphaneleri, yaklastk % 16’s1 yaprak Kkiitiiphaneleri arasinda paylasilmistir.
Kiitiiphaneler arasindaki 6zgiin okuma oranlar1 karsilastirildiginda en ¢ok HM-OM
kiitiiphaneleri arasinda fark bulunurken, bunu sirastyla VK-YK, VT-YT kiitiiphaneleri
izlemistir. Yaprak kiitiiphanelerinin her birinde hemen hemen esit okuma olmustur

(Sekil 4.2) (Yanik et al. 2013).

60% -
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BN BUN DNB AB) B
*wﬁ é@@ é%& S E S
& S $TEST e &‘%‘-ﬁ‘ L EEE

Sekil 4.2 Benzersiz okumalarin ortak ve 6zgii yiizdesi
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Her bir kiitiiphanede benzersiz dizi olarak gruplandirilan sRNA’lar, P. trichocarpa
genomu referans alinarak SOAP2 programi ile haritalanmistir. Referans genom
belirlenmeyen okumalara sahip oldugundan benzersiz SRNA okumalarimin ¢ok diisiik
yiizdesi referans genom ile eslesmistir (Cizelge 4.2). Ornegin; HM kiitiiphanesinde
7.933.475 milyon benzersiz sSRNA okumalarindan sadece 26.242 (% 0,33)’si
haritalanmistir (Yanik et al. 2013).

Cizelge 4.2 6 farkli kiitiiphanedeki benzersiz SRNA’larin istatistigi

Kiitiiphane Benzersiz sSRNA Yiizde (%)  Toplam sRNA Yiizde (%)

HM 26.242 0,33 850.744 5,57
oM 26.711 0,36 1.219.147 8,82
VK 22.769 0,42 1.353.664 8,93
YK 27.589 0,5 2.126.303 13,53
VT 26.735 0,45 1.876.682 11,07
YT 28.383 0,47 1.412.100 8,86

sRNA okumalari, GenBank ve Rfam veri tabanlarn taranip Sekil 4.3°de gosterildigi gibi
farkli kategorilerde (miRNA, rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA) smiflandirilmigtir. Her
bir kiitiiphanede bilinmeyen sRNA’larin haricinde c¢ogunlugu rRNA, takibinde ise

tRNA olusturmaktadir.
100
E 80 =N
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g 40 "rE
c =YT
20 mYT
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intron_ intron_  exon_ exon_ miRNA rRENA tRNA sRNA smoRNA telaarh
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Sekil 4.3 6 farkl kiitiiphanedeki farkli SRNA gruplarinin siniflandirilmasi
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Baz1 bitki tiirlerinde farkli miRNA’lar tamimlanmasina ragmen zeytin miRNA’lari,
miRBase versiyon 18.0 <http://www.mirbase.org> ve PMRD
<http://bioinformatics.cau.edu.cn/PMRD> veri tabanlarinda mevcut degildir. Son
zamanlarda zeytinde RNA susturma ile iligkili sRNA’lar raporlanmistir. Zeytin
sRNA’lar1, korunmug ve yeni miRNA’lar1 tanimlamak i¢in 52 bitki tiirine ait 4.014
Viridiplantae miRNA’s1 iceren miRBase versiyon 18.0 kullanilarak BLASTn
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/MLACourse/Modules/BLAST/nucleotide blast.ht
ht> veri tabaninda taranmistir (Yanik ez al. 2013).

Akraba tiirler arasindaki korunmus miRNA ailelerinden dolay1 zeytin miRNA’lart,
dizisi bilinen kavak (Populus trichocarpa) referans genomu iginde degerlendirilmistir.
Yapilan karsilastirma sonucunda 22 miRNA ailesine ait 136 korunmus miRNA
tanimlanmistir (Ek 1). Belirlenen miRNA aileleri, ¢esitli bitki tiirleri i¢in de korunmus
bulunmustur. miRNA’larin  kiitiiphanelerdeki okuma sayilar1  Cizelge 4.3’de
gosterilmistir. Bazi miRNA’lar her kiitiiphanede esit miktarda bulunmasina ragmen
cogunun okuma sayis1 kiitiiphaneler arasinda cesitlilik gostermistir. Ayrica bazi
miRNA’lar her ne kadar 6zgiin ifade edilmis olsa da ¢ok diisiik sayida bulunmustur.
Ornegin; miR319¢, miR319f, miR319g, miR319h sadece YK ve YT Kkiitiiphanelerinde
goriilmiistiir (Cizelge 4.3) (Yanik et al. 2013).

Belirlenen miRNA’larin ¢ogu, yaprak kiitiiphaneleri ile karsilastirildiginda meyve
kiitiiphanelerinde ya bulunamamis ya da az sayida tespit edilmistir. HM
kiitiiphanesinde, OM’ye gore onemli derecede fazla sayida miRNA ifade edilmistir.
Ornegin; miR395’in ifadesi, HM kiitiiphanesinde OM’ye gore 4 kat fazla olmustur
(Cizelge 4.3). Yaprak kiitiiphaneleri arasindaki miRNA profili de farkli olmustur. VT-
YT yaprak kiitliphaneleri arasinda 6zglin miRNA profili gozlemlenirken, kasim
kiitiiphaneleri arasinda YK daha fazla miRNA profiline sahip olmustur. VT
kiitiiphanesinde VK’ya gore daha fazla miRNA ifade edilmistir (Yanik ez al. 2013).
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Cizelge 4.3 6 farkli kiitiphanede belirlenen miRNA’larin okuma sayilari

miRNA HM oM VK YK VT YT
Oeu_miR156a 90292 39031 124269 643286 339746 311706
Oeu_miR156b 90252 39016 124180 643040 339621 311629
Oeu_miR156¢ 90292 39031 124269 643286 339746 311706
Oeu_miR156d 90218 39076 124178 643011 339606 311576
Oeu_miR156¢ 90218 39076 124178 643011 339606 311576
Oeu_miR156f 90292 39031 124269 643286 339746 311706
Oeu_miR156g 24167 16890 100442 172856 193886 130260
Oeu_miR156h 24044 16818 100233 172426 193558 129940
Oeu_miR156i 24167 16890 100442 172856 193886 130260
Oeu_miR156j 24167 16890 100442 172856 193886 130260
Oeu_miRI56k 78 31 135 691 337 306
Oeu_miR159a 605 363 2593 3673 1908 7809
Oeu_miR159b 605 363 2591 3673 1909 7808
Oeu_miR159¢ 605 363 2593 3673 1908 7809
Oeu_miR159d 1 0 0 2 2 0
Oeu_miR160a 4 2 4 83 18 109
Oeu_miR160b 2 2 1 69 11 98
Oeu_miR160c 2 2 1 69 11 98
Oeu_miR160d 4 2 4 83 18 109
Oeu_miR160g 0 0 0 1 0 0
Oeu_miR164a 63 28 1577 2050 3133 4902
Oeu_miR164b 63 28 1575 2046 3136 4896
Oeu_miR164c 63 28 1575 2046 3131 4895
Oeu_miR164d 63 28 1577 2050 3133 4902
Oeu_miR164e 64 28 1602 2066 3166 4955
Oeu_miR164f 1 2 0 0 0 1
Oeu_miR166a 127248 52310 419523 491358 542522 306999
Oeu_miR166b 127229 52256 419792 491598 543180 307541
Oeu_miR166¢ 127212 52264 419434 491303 542458 306940
Oeu_miR166d 127249 52247 419941 491769 543446 307715
Oeu_miR166e 127229 52256 419792 491598 543180 307541
Oeu_miR166f 127249 52247 419941 491769 543446 307715
Oeu_miR166g 130974 55055 435594 510783 560419 317070
Oeu_miR166h 130974 55056 435594 510783 560419 317070
Oeu_miR166i 127266 52249 419710 491618 542907 307162
Oeu_miR166j 127334 52402 419709 491540 542715 307163
Oeu_miR166k 127334 52402 419709 491540 542715 307163
Oeu_miR1661 127266 52249 419710 491618 542907 307162
Oeu_miR166m 130970 55036 435737 510951 560657 317213
Oeu_miR166n 8529 6286 18521 23769 21358 15080
Oeu_miR1660 8529 6285 18521 23769 21358 15080
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Cizelge 4.3 6 farkli kiitiiphanede belirlenen miRNA’larin okuma sayilar1 (devam)

Oeu_miR166p 2 0 3 13 11 10
Oeu_miR166q 8538 6292 18512 23768 21362 15078
Oeu_miR167a 19 13 359 141 318 412
Oeu_miR167b 7 7 349 133 302 404
Oeu_miR167¢ 19 13 360 141 318 412
Oeu_miR167d 7 7 349 133 302 404
Oeu_miR167¢ 31 7 204 200 492 427
Oeu_miR167f 57 40 18541 22195 41904 26123
Oeu_miR167g 57 40 18598 22204 41915 26140

Oeu_miR168a 221292 157636 163173 198720 108056 95642
Oeu_miR168b 221753 158132 163292 198885 108320 95878

Oeu_miR169a 4 7 2 5 3 13
Oeu_miR169b 4 7 2 5 3 13
Oeu_miR169c 4 7 2 5 3 13
Oeu_miR169d 0 0 48 41 42 59
Oeu_miR169e 0 0 48 41 42 59
Oeu_miR169f 0 0 50 41 41 59
Oeu_miR169g 0 0 48 41 42 59
Oeu_miR169h 0 0 48 41 42 59
Oeu_miR169i 0 0 0 0 1 1
Oeu_miR169j 0 0 0 0 1 1
Oeu_miR169k 0 0 0 0 1 1
Oeu_miR1691 0 0 0 0 1 1
Oeu_miR169m 0 0 0 0 1 1
Oeu_miR169r 0 0 0 0 2 10
Oeu_miR169s 0 0 48 41 42 59
Oeu_miR169v 0 0 0 0 1 1
Oeu_miR169w 0 0 0 0 1 1
Oeu_miR171a 33 17 12 12 9 12
Oeu_miR171b 33 17 12 12 9 12
Oeu_miR171c 0 0 4 0 3 3
Oeu_miR171d 0 0 4 3 3
Oeu_miR171e 33 17 12 12 9 11
Oeu_miR171f 33 17 12 12 9 11
Oeu_miR171g 33 17 13 12 9 12
Oeu_miR171h 33 17 13 12 9 12
Oeu_miR171i 33 17 12 12 9 11
Oeu_miR172a 359 201 5070 3060 3372 2545
Oeu_miR172b 359 202 5070 3060 3373 2545
Oeu_miR172c¢ 359 201 5070 3060 3372 2545
Oeu_miR172d 3 1 6 12 14 9
Oeu_miR172e 3 1 6 12 14 9
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Cizelge 4.3 6 farkli kiitiiphanede belirlenen miRNA’larin okuma sayilar1 (devam)

Oeu_miR172f 359 202 5070 3060 3373 2545
Oeu_miR172g 0 0 3 2 1 4
Oeu_miR172h 0 0 3 2 1 4
Oeu_miR172i 11 6 121 67 89 66
Oeu_miR319a 0 0 0 1 2 6
Oeu_miR319b 0 0 0 1 2 5
Oeu_miR319¢ 0 0 1 2 2 7
Oeu_miR319d 0 0 1 2 2 7
Oeu_miR319e 0 0 0 2 0 5
Oeu_miR319f 0 0 1 3 0 8
Oeu_miR319g 0 0 1 3 0 8
Oeu_miR319h 0 0 0 2 0 5
Oeu_miR390a 114 109 87 176 105 97
Oeu_miR390b 113 108 87 176 105 97
Oeu_miR390c 114 109 87 176 105 97
Oeu_miR390d 113 108 87 176 105 97
Oeu_miR393a 0 7 2 1 2 4
Oeu_miR393b 0 7 2 1 2 4
Oeu_miR393c 16 57 132 215 341 509
Oeu_miR393d 16 57 132 215 341 509
Oeu_miR394a-5p 0 0 0 9 5 4
Oeu_miR394b-5p 0 0 0 9 5 5
Oeu_miR395b 16 1 2 13 96 39
Oeu_miR395¢ 16 1 2 13 96 39
Oeu_miR395d 16 1 2 13 96 39
Oeu_miR395¢ 16 1 2 13 96 40
Oeu_miR395f 16 1 2 13 96 40
Oeu_miR395¢g 16 1 2 13 96 39
Oeu_miR395h 16 1 2 13 96 39
Oeu_miR395i 16 1 2 13 96 39
Oeu_miR395j 16 1 2 13 96 39
Oeu_miR396a 36 36 1367 786 1051 832
Oeu_miR396b 36 36 1367 786 1051 832
Oeu_miR396¢ 39 73 296 171 276 278
Oeu_miR396d 39 73 296 171 276 278
Oeu_miR396e 39 74 296 172 276 278
Oeu_miR396f 0 0 222 61 90 357
Oeu_miR396¢g 0 0 269 95 116 525
Oeu_miR397a 6 6 71 163 246 300
Oeu_miR397b 0 0 2
Oeu_miR398b 0 1 10
Oeu_miR398c 0 1 10
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Cizelge 4.3 6 farkli kiitiiphanede belirlenen miRNA’larin okuma sayilar1 (devam)

Oeu_miR399b 0 0 0 0 0 1
Oeu_miR399c 0 0 0 0 0 1
Oeu_miR399f 0 0 0 0 0 2
Oeu_miR399¢g 0 0 0 0 0 1
Oeu_miR399i 9 10 2 7 23 39
Oeu_miR403a 121 105 945 968 1360 1130
Oeu_miR403b 121 105 941 966 1359 1125
Oeu_miR403c 121 105 941 966 1357 1124
Oeu_miR408 1 2 5 60 70 97
Oeu_miR530a 0 0 0 1 1 0

Kiitiiphanelerdeki ¢ogu dizinin az sayida bulunmasinin, diigiik yogunluktaki cDNA’dan
ve zeytin bitkisindeki genis sRNA ¢esitliliginden kaynaklandigi diigiiniilmektedir.
Ancak 4 miRNA (miR156, miR166, miR167 ve miR168) her bir kiitiiphanede ¢ok fazla
sayida gortilmistiir. En fazla sayidaki miRNA’lar Sekil 4.4’de gosterilmistir. miR156,
miR159 ve miR166, yaprak kiitiiphanelerinde meyve kiitliphanelerine oranla daha fazla
bulunmustur. miR159, yok yili kiitiiphanelerinde var yili kiitiiphanelerine gore daha
fazla ifade edilmistir. Ancak miR156, VK-YK kiitiiphaneleri arasinda benzer
bulunmustur. miR166, yaprak kiitiiphanelerinin her birinde biraz farklilik gostererek
ayn1 oranda ifade edilmistir. miR168 ise kiitiiphaneler arasinda Onemli derecede

degisiklik gostermistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4) (Yanik et al. 2013).
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Sekil 4.4 6 farkli kiitiphanede en fazla sayida ifade edilen miRNA’lar
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Zeytin bitkisinde tahmini yeni miRNA’lar1 tanimlamak i¢in miRNA’larin ikincil
yapilar1 ve en diisiik serbest enerji diizeyi hesaplanmistir. Bu tahminlere dayali olarak
yeni oldugu diisiiniilen 38 miRNA, Mfold 3.2 kullanilarak olusturulmustur. Tahmini
yeni miRNA’lardan miR1 ve miR2’nin ikincil yapilan Sekil 4.5’de gdsterilmistir. Ayn1
zamanda 38 yeni miRNA’nin ikincil yapilari ayrintili bir sekilde Ek 2°de yer almaktadir
(Yanik et al. 2013).

Oeu_miR _1

10 20 30

uuuaaaaa| a cc aa
aaaagaaga gaagaacgaug ucauuc \
uuuuuuucu uuuuuugcuac aguaag u

gcuauuaa” g uc ag
70 60 50
Oeu_miR_2
10 20 30 40
uccggu | au c - uucu ug
uugg ucgguu gguucgguu cgguuuu gu \
aacc agccaa ccaagccaa gccaaaa cg u
uuuuuu”® -- a a uauu uu
80 70 60 50

Sekil 4.5 Tahmini yeni miRNA’lardan miR1 ve miR2’nin ikincil yapis1

Tahmini yeni miRNA’lar, ortalama 15 okuma sayisiyla korunmus miRNA’lardan daha
az ifade edilmistir. Tahmini yeni miRNA’larin bazilar1 belli kiitiiphanelere 6zgiin ifade
edilmistir (Cizelge 4.4). Ornegin; 10 tahmini yeni miRNA, HM ve OM Kkiitiiphanelerine
0zgii ifade edilmistir. miR3, miR4, miR6, miR12, miR14 sadece HM Kkiitiiphanelerinde
bulunurken miR16 ve miR20 sadece OM Kkiitiiphanelerinde tespit edilmistir. miR7
meyve kiitliphanelerinin her ikisinde de olmasma ragmen, HM kiitiiphanesinde ii¢ kat
daha fazla ifade edilmistir miR1 ve miR9 her iki kiitliphanede aym1 seviyede

bulunmustur (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.6) (Yanik et al. 2013).
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Cizelge 4.4 miRNA onciiliiniin her iki kolundan tahmin edilen 38 yeni miRNA

i Yerlsim Bnei HM oM VK vk VT vr
(kcal/mol) (miktar) (miktar) (miktar) (miktar) (miktar) (miktar)

Sp 3p S5p 3p Sp 3p 5p 3p S5p 3p S5p 3p

Oeu_miR_1 scaffold_10:17226129:17226207 -27.20 15 - 15 - - - - - - - - -
Oeu_miR_2 scaffold_10:20223072:20223157 -36.30 100 117 - 33 32 50 74 71 - 45 53 58
Oeu_miR_3 scaffold_14:15500470:15500726 -49.71 - 13 - - - - - - - - - -
Oeu_miR_4 scaffold_16:5755707:5756007 -69.50 - 10 - - - - - - - - - -
Oeu_miR_5 scaffold_16:12916010:12916345 -42.40 - 14 - - - - - - - - - 5
Oeu_miR_6 scaffold_19:8213709:8214023 -50.83 5 5 - - - - - - - - - -
Oeu_miR_7 scaffold_19:15701744:15701856 -32.20 59 - 6 - - - - - - - - -
Oeu_miR_8 scaffold_1:34545837:34545992 -37.10 0 - - - - - 7 = - - - -
Oeu_miR_9 scaffold_1:387325:387591 -88.20 51 -39 - - - - - - - - -
Oeu_miR_10  scaffold_1:12533361:12533445 -25.40 16 - - - - - 9 - - - 13 -
Oeu_miR_11  scaffold_2:18857579:18857663 -34.80 10 - 11 - 8 - 18 - 5 - 11 -
Oeu_miR_12  scaffold_3:16233511:16233599 -31.52 7 - - - - - - - - - - -
Oeu_miR_13  scaffold_4:16304187:16304406 -44.80 55 - 167 - 64 - 8 - 24 - 36 -
Oeu_miR_14  scaffold_5:13476318:13476427 -40.21 - 22 - - - - - - - - - -
Oeu_miR_15  scaffold_7:6284292:6284592 -46.40 13 - - - - - - - 12 - - -
Oeu_miR_16  scaffold_11:6066546:6066885 -81.90 - - - 132 - - - - - - - -
Oeu_miR_17  scaffold_12:2050403:2050549 -60.20 - - 12 5 8 36 12 12 - - - -
Oecu_miR_18  scaffold_1362:5405:5632 -48.92 - - - 28 - - - - - - - -
Oeu_miR_19  scaffold_14:13968161:13968276 -32.40 - - - 28 - 4 - 25 - 18 - 16
Oeu_miR_20  scaffold_19:13198720:13199053 -107.50 - - - 12 - - - - - - - -
Oeu_miR_21  scaffold_1:30807164:30807488 -87.40 - - - 7 - 8 - - - - - -
Oeu_miR 22  scaffold_5:4584254:4584466 -39.20 - - - 12 - - -1 - - - -
Oeu_miR_23  scaffold_136:423:565 -38.90 - - - - 7 10 - - - - - -
Oeu_miR_24  scaffold_13:1053462:1053647 -46.84 - - - - 12 - - = - - - -
Oeu_miR_25  scaffold_16:12933922:12934079 -56.90 - - - - 11 -1 - 22 - 16 -
Oeu_miR 26  scaffold_18:1471946:1472262 -66.60 - - - - - 5 - - - - - -
Oeu_miR_27  scaffold_1:29385469:29385555 -37.30 - - - - 7 - 5 - 6 - - -
Oeu_miR_28  scaffold_1:31083890:31083975 -35.80 - - - - - 20 - 22 - - - -
Oeu_miR_29  scaffold_1:34445830:34445942 -27.10 - - - - 17 - 32 - 54 - 34 -
Oeu_miR_30 scaffold_204:28760:28841 -32.55 - - - - 12 - - - - - - -
Oeu_miR_31 scaffold_3:15576344:15576447 -51.20 - - - - 194 - 88 212 - 588 -
Oeu_miR_32 scaffold_4:14314575:14314936 -48.55 - - - - - 22 - - - 8 - -
Oeu_miR_33  scaffold_16:2089550:2089717 -34.00 - - - - - - - - 8 - 6 -
Oeu_miR_34  scaffold_4:13969966:13970214 -57.51 - - - - - - - - 20 - - R
Oeu_miR_35 scaffold_1:42369615:42369709 -23.90 - - - - - - - 13 - - - -
Oeu_miR_36  scaffold_13:1053462:1053647 -46.84 - - - - - - - - - - 10 -
Oeu_miR_37  scaffold_16:11530564:11530665 -26.60 - - - - - - - - - - 6 5
Oecu_miR_38 scaffold_4:14079438:14079535 -39.30 - - - - - - - - - - 13 -
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Ozellikle yaprak kiitiiphanelerinde 16 tahmini yeni miRNA farkli ifade seviyelerinde
goriilmiistiir (Sekil 4.6). Ek 3’de tahmini yeni miRNA’larin miRNA* dizileri ayrintil
bir sekilde verilmistir. Bunlardan bazilar1t yaprak gelisim asamas1 ile iligkili
bulunmustur. miR28 VK-YK kiitiiphanelerinde olmasina ragmen, miR35 sadece YK
kiitiiphanesinde bulunmustur. miR33 sadece VT-YT kiitliphanelerinde ifade olmustur.
miR23, miR24, miR26 ve miR30 6zellikle VK kiitiiphanesinde tespit edilmistir.
Bununla birlikte miR36, miR37 ve miR38 yalnizca YT Kkiitiiphanesinde ifade olmustur.
miR31 var-yok yili kiitiiphanelerinde tanimlanmasina ragmen, miR32 ve miR34 sadece
VT kiitiiphanesinde bulunmustur. Son olarak miR25, miR27 ve miR29 tiim yaprak
kiitiiphanelerinde belirlenmistir (Yanik et al. 2013).

miR16 ve miR20 OM kiitiiphanelerinde bulunurken, miR3, miR4, miR6, miR12 ve
miR14 sadece HM kiitiiphanelerinde tespit edilmistir. miR35 sadece YK
kiitiiphanesinde, miR28 VK-YK kiitiiphanelerinde tespit edilmistir. miR36, miR37,
miR38 yalmizca YT kiitiiphanelerine 6zgii iken, miR31 VT-YT kiitiiphanelerinde ifade
edilmistir (Sekil 4.6) (Yanik et al. 2013).

Oeu_miR37
Oeu_miR 34
Oeu_miR31

Oeu_miR28 E_—

Oeu_miR25 g-— VK
Oeu miR22 - YT
Oeu_miR19 = VT
Oeu_miR16 E: YK
Oeu_miR13 = = OM
Oeu_miR10 E'-_r__ = HM
Oeu miR7 EE;

Oeu_miR4 E;

Oeu_miR1 =

0 100 200 300 400 500 600 700

okuma Say1sl

Sekil 4.6 6 farkli kiitiiphanede 6nemli derecede ifade edilen yeni miRNA’lar
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Zeytin bitkisinde periyodisitenin molekiiler mekanizmasini1 anlamada daha ileri bir bakis
acist elde etmek icin elde edilen kiitiiphanelerin, Gen Ontoloji (GO) ve Genom ve
Genlerin Kyoto Ansiklopedisi (KEGG) yolak analizleri yapilmistir. Boylece miRNA nin
farkli hedef genleri Allen ve arkadaglarinin (2005) belirledigi gibi tahmin edilmistir. 135
bilinen ve 32 tahmini yeni miRNA’nin sirastyla 1.616 ve 1.288 mRNA’y1 hedefledigi
tahmin edilmistir. miRNA hedef genlerinin biyolojik ve molekiiler fonksiyonlarinin gen
ontoloji analizi Cizelge 4.5’de 6zetlenmistir. Cogu durumda tek gen birkag miRNA
tarafindan hedeflenmektedir. Ornegin; POPTR_0003s18900.1|PACid:18216192 kodu
iceren gen hem miR159 hem de miR319 tarafindan hedeflenmistir. Ancak bazi
durumlarda birgok hedef gen aynt miRNA tarafindan regiile edilmektedir. Ornegin;
miR167e 15 farkli geni hedeflemistir. Bu 6lgiide fonksiyon benzerlik 6zellikleri esas
alimarak 280 grup tamimlanmistir. Hedef genlerin % 80’den fazlasi, baglama
fonksiyonunu takiben oksidorediiktaz aktivitesinde yer almistir. En 6nemli yogunluktaki
gruplar (p degeri < 0,05) detayli olarak Ek 4’de gosterilmistir. Belirlenen hedef genler
genis oranda biyolojik fonksiyonlar kapsamaktadir (Yanik et al. 2013).

Ontoloji islemleri sonucunda 341 GO terimi belirlenmistir. mirl56 ailesi iiyelerinin
toplam hedefledigi gen sayist 306, 6zgiin olarak hedefledigi gen sayis1 50 olarak
bulunmustur. Hedeflenen genlerin daha ¢ok biyolojik diizenleme, metabolik siirec,
sinyal iletimi gibi biyolojik siire¢lerde, oksidorediiktaz, kinaz, transferaz aktiviteleri ve
baglama gibi molekiiler fonksiyonlarinin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Zeytin
bitkisinde tahmin edilen hedef genlerin gen ontoloji analizi sonucunda toplamda
belirlenen 341 gruptan 108’1 istatistiksel olarak anlamli (p degeri < 0,05) bulunmustur.
Onemli yogunlukta bulunan 108 grubun ¢ogunu metabolik islev (> % 70), gelisim islevi
(% 33) ve biyolojik diizenleme (% 30) olusturmaktadir. 108 grubun biitiin GO terimleri
Ek 5’de gosterilmistir. Baz1 hedef genler transkripsiyon, {ireme ve anatomik yapi
onarmmi gibi diger genel islevleri kapsamaktadir. Hedef genlerin yaklasik olarak % 1’1
eslesmedi. Hedef genlerin yaklasik % 19, % 12 ve % 6’s1 periyodisite ile iligkili oldugu
diisiiniilen sirasiyla organ gelisimi, hormon aracili sinyal iletimi ve ¢igcek gelisim islevi
gruplar ile bir arada yer almistir. Ornegin; miR166 nin hedef geni cicek gelisimi ile
iligkilidir ve ilgingtir ki miR166, HM kiitiiphanesinde OM Kkiitiiphanesine gore daha

fazla ifade edilmistir. Benzer olarak filum gelismesinden sorumlu gen, meyve
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kiitiiphanelerinde yaprak kiitliiphanelerine gore daha az ifade edilen miR164 tarafindan
hedeflenmistir. Ayrica tahmini yeni miRNA’nin tahmini hedef genleri de fizyolojik
rollerini daha iyi anlamak i¢in analiz edilmistir. Ancak belirlenen tahmini hedef genler

bilinmeyen proteinleri kodlamistir (Yanik et al. 2013).

Cizelge 4.5 miRNA hedef genlerinin GO analizi

Toplam Ozgiin
miRNA hedef gen hedef gen GO Biyolojik fonksiyon GO Molekiiler fonksiyon
sayisi sayis1
Biyolojik diizenleme, metabolik Baglama, oksidorediiktaz
stireg, hiicresel siireg, sinyal iletimi, aktivitesi, kinaz aktivitesi,
Oecu_miR156 306 50 uyarilara cevap, strese cevap, transferaz aktivitesi, katalitik
a/b/c/d/e/f/g/h/i/j/k organizma gelisimi, taginim, aktivitesi, fosfataz diizenleme
yerlesim, lireme geligim aktivitesi, enzim diizenleme
stireci,pyhllome geligim aktivitesi
Organizma gelisimi, tireme gelisim
. stireci, biyolojik diizenleme, Baglama, oksidorediiktaz
Oeu_miR159 s . ) . A . S
ab/ad 65 19 gelisimsel siireg, hormon sinyallerine  aktivitesi,katalitik aktivitesi,
hiicresel cevap, metabolik siireg, hidrolaz aktivitesi, ligaz aktivitesi
transkripsiyon
Ocu_miR160 45 10 ]sasryeOlogrlin(:llgf nsliercr:z ,um:rt?lz:;ﬂ:eva Baglama
alblc/d/e/flg S pStyon,uy cevap,  bag
organizma gelisimi, iireme gelisimi
Biyolojik diizenleme, metabolik Baglama, oksidorediiktaz
Oecu_miR164 46 12 siireg, transkripsiyon,uyarilara cevap, —aktivitesi, kinaz aktivitesi,
a/b/c/d/e/f organizma gelisimi, iireme gelisimi,  transferaz aktivitesi, katalitik
taginim, yerlesim, pyhllome gelisimi  aktivitesi, hidrolaz aktivitesi
Baglama, tasiyici aktivitesi,
Oecu_miR166 Organizma gelisimi, tireme gelisim oksidorediiktaz aktivitesi, proteaz
a/b/c/d/e/f/g/h/i/j 159 16 slireci, metabolik siireg, biyolojik aktivitesi, peptidaz aktivitesi,
/k/V/m/n/o/p/q diizenleme katalitik aktivite, hidrolaz
aktivitesi
Baglama, oksidorediiktaz
Oecu_miR167 Organizma gelisimi, biyolojik akt}v%tCS}, katalitik akt1v'1t¢, kl'naz
b/aid/elf/ 83 25 diizen] tabolik si aktivitesi, transferaz aktivitesi,
arbicidieltig tizenieme, metabolik sureg fosfataz aktivitesi, hidrolaz
aktivitesi
Oecu_miR168 14 7 O"rgamzma gelisimi, biyolojik Baglama
a/b diizenleme
Oeu_miR169
a/b/c/d/e/f/g/h/i 84 18 Tagimnim, yerlesim Baglama, taginim aktivitesi
[j/kN/m/x/s/vIw
Oecu_miR171 % 24 Organizma gelisimi, metabolik siireg, Baglama,oksidorediiktaz aktivitesi,
a/b/c/d/e/f/g/h/i gen ifadesi katalitik aktivite, tagiyici aktivitesi
Organizma gelisimi, tireme gelisim Baglama, oksidorediiktaz
Oeu_miR172 153 30 stireci, metabolik siireg, taginim, aktivitesi, sinyal doniistiiriicti
a/b/c/d/e/f/g/h/i yerlesim, biyolojik diizenleme, aktivitesi, hidrolaz, tastyici
transkripsiyon aktivitesi, protein kinaz aktivitesi
Oecu_miR319 Organizma gelisimi, tireme gelisim <
a/b/c/d/e/flg/h 128 2 ireci Baglama
. Biyolojik diizenleme, metabolik Baglama, oksidorediiktaz
Oeu_miR390 . . O . A
alb/ad 84 21 slireg, organizma gelisimi, inorganik  aktivitesi, fosfotransferaz

anyon taginimi

41

aktivitesi, protein kinaz aktivitesi



Cizelge 4.5 miRNA hedef genlerinin GO analizi (devam)

Organizma gelisimi, tireme gelisim

Oeu_miR393 12 12 stireci, ¢gigek gelisimi, metabolik Baglama, fosfotransferaz
a/b slireg, uyarilara cevap, strese cevap,  aktivitesi, protein kinaz aktivitesi
taginim, yerlesim
Oecu_miR394 30 15 ) )
a/b
Oeu_miR395 Metabolik siireg, kimyasal uyarilara Baglf‘me‘.’ katah}tlk aktivite, tagtyicl
oy . 72 8 . aktivitesi, adeniltransferaz
b/c/d/e/f/g/h/ilj cevap, iyon taginimi L
aktivitesi
Oeu_miR396 ]f?ggl:? g;gﬁzx:l lzglfedz(éfltgire;m Baglama, katalitik aktivite,
u_mi 98 34 ¥ g ? hidrolaz aktivitesi, metiltransferaz

a/b/c/d/e/f metabolik siire¢, organizma gelisimi,

. A o aktivitesi
ireme gelisim siireci, ¢igek geligimi

Oeu_miR397 Organizma gelisimi, gelisim, iireme ~ Baglama, oksidorediiktaz

59 35 gelisim siireci, lignin metabolik aktivitesi, sinyal doniistiiriicii
a/b PSR DS L
stireci, biyolojik diizenleme aktivitesi
Oecu_miR399 . A
blc/g/i 18 7 Tasinim, yerlesim Tastyici aktivitesi
Oecu miR408 13 13 Lignln metabolik siireci, biyolojik Bagle}mg, okmdoreduktgz o
- diizenleme aktivitesi, transferaz aktivitesi
Oecu_miR530 a 39 39 - -

Hedef genlerin KEGG analizi sonucunda belirlenen 133 metabolik yolaktan onemli
derecede yogun olarak (p degeri < 0,05) 3 ana grup tespit edilmistir. Hedef genlerin
cogunun askorbik ve aldehit metabolizmasi, bitki hormonu sinyal iletimi ve
brassinosteroit biyosentezi metabolik yolaklarinda rol aldigi Cizelge 4.6’da
gosterilmisti. KEGG  analizi  sonucunda  belirlenen metabolik  yolaklarin

zenginlestirilmis listesi Ek 6’da verilmistir (Yanik et al. 2013).

Cizelge 4.6 miRNA’larin hedefledigi genlerin metabolik yolaklari

Metabolik yolak HM OM VK YK VT YT

p-degeri p-degeri p-degeri p-degeri p-degeri p-degeri

Askorbik ve aldehit

. 1,46E-34 8,73E-35 4,65E-34 5,72E-32 9,92E-32 1,38E-32
metabolizmasi

Bitki hormon

. RS 1,12E-06  7,59E-07  3,81E-07 1,67E-07  2,74E-07  2,16E-06
sinyal iletimi

Brassinosteroit

. . 7,05E-06  6,48E-06  8,54E-06  1,90E-05  2,08E-05 1,50E-05
biyosentezi
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4.2 Deneysel Analizler

Zeytin bitkisinde 6 farkl kiitiiphanede énemli derecede ifade edilen miR159, miR164,
miR166, miR168, miR171, miR395, miR396, miR156 ve miR172 korunmus
miRNA’larina 6zgiin ileri (F)-RT ve bu miRNA’larin hedef genlerine 6zgiin ileri (F)-
geri (R) primerleri tasarlanarak qRT-PCR ile ifade diizeyleri Olciilmiistiir. Deneysel
olarak oOl¢iillen miRNA miktarlari, yiiksek verimli dizileme teknigi ile elde edilen
miRNA sayilan ile kargilagtirilmigtir. miR156 ve miR172 korunmus miRNA’larina
Ozgiin primerler tasarlanmasina ragmen analizi yapilamamistir. miRNA ve hedef gen
arasindaki ters orantili iliski deneysel olarak dogrulanmistir. Hedef genlerin qRT-PCR
analizlerinde, 18S rRNA geni referans alinarak zeytin cDNA’lan esit yogunlukta
reaksiyona baglatilmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
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Sekil 4.7 18S rRNA normalizasyonunun ¢ogalma grafigi
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Sekil 4.8 18S rRNA normalizasyonunun erime sicakligi grafigi
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4.2.1 miR164 ve tar164

miR164’ilin, potansiyel olarak miR164a ve miR164b bolgelerinden transkript edildigi
(Juarez et al. 2004) ve NAC-domain transkripsiyon faktorii gen ailesindeki alt set
genleri hedefledigi tahmin edilmektedir (Rhoades et al. 2002). Yapilan qRT-PCR
analizi sonucunda miR164 yogun olarak sirasiyla YT, YK, VT, VK, HM, OM
kiitiiphanelerinde tespit edilmistir (Sekil 4.9). Yiiksek verimli dizileme analizi
sonucundan farkli olarak miR164 miktari, VT kiitiiphanesinde YK kiitiiphanesine gore

daha az miktarda Slglilmiistiir.

G

5 EHM

4 HOM

3 BVE
EYEK

2 -

= myT

1 - EYT

0 i

miR164 tarl64
Sekil 4.9 miR164 ve tar164’iin miktar analizi
miR164’tn, YK kiitliphanesinde VK kiitiiphanesine gore 2,39 dongii dnce ¢ogalmaya

baslamasi 4,93 kat daha fazla ifade edildigini gostermistir (Sekil 4.10). Yiiksek verimli

dizileme analizi sonucundaki VK-YK arasindaki miktar siralamasini dogrulamistir.

Fluorescence History Select|| Zoom
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Sekil 4.10 miR164’tin VK-YK kiitiiphanelerindeki karsilagtirmali cogalma grafigi
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4.2.2 miR396 ve tar396

miR396’nin hedef geni, biiylime diizenleyici transkripsiyon faktérii (GRL) yani
Ceramidase geni’dir (Jones-Rhoades and Bartel 2004). Yapilan qRT-PCR analizi
sonucunda miR396 yogun olarak sirastyla VT, YK, VK, YT, HM, OM
kiitiiphanelerinde tespit edilmistir (Sekil 4.11). Yiiksek verimli dizileme analizi ile

kargilastirildiginda sadece kasim kiitiiphanelerinin siralamasi ile uyum gostermemistir.

-

6 B HM
3 mOM
4 EVK
3 EYK
2 EVT
1 EYT
0

miR3%6 tar3o6

Sekil 4.11 miR396 ve tar396 nin miktar analizi

miR396’nin, YT kiitiiphanesinde VT Kkiitiiphanesine gore 1,2 dongii sonra ¢ogalmaya
baslamasi 2,23 kat daha az ifade edildigini gostermistir (Sekil 4.12). Yiiksek verimli
dizileme analizi sonucunda elde edilen VT-YT kiitiiphaneleri arasindaki siralamayi

dogrulamaistir.
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Sekil 4.12 miR396’nin VT-YT kiitiiphanelerindeki karsilastirmali cogalma grafigi
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4.2.3 miR171 ve tar171

Scarecrow-like (SCL) ailesi, bitki gelisim siirecinde yaygin oranda kontrol saglayan
bitkiye 6zgii transkripsiyon faktorlerinin bir sinifidir. SCL ailesinin bir iiyesi olan SCL6
geni, miR171’in potansiyel hedefidir (Llave ef al. 2002, Reinhart e al. 2002). Yapilan
gRT-PCR analizi sonucunda miR171 yogun olarak sirasiyla OM, YK, VT, VK, YT,
HM kiitiiphanelerinde tespit edilmistir (Sekil 4.13). Yiiksek verimli dizileme analizi ile

karsilagtirildiginda sadece meyve Kkiitliphanelerinin miktar siralamasi ile uyum

gostermemistir.
6 = HM
4 = OM
[ EVK
2 T EYK
EVT
0 - YT
miR171 tar1 71
Sekil 4.13 miR171 ve tar171’in miktar analizi
4.2.4 miR168 ve tar168

Yapilan qRT-PCR analizi sonucunda miR168 yogun olarak sirasiyla VK, HM, OM,
YK, VT, YT Kkiitiiphanelerinde tespit edilmistir (Sekil 4.14). Yiiksek verimli dizileme
analizi ile karsilagtirildiginda sadece kasim kiitliphanelerinin miktar siralamasi ile uyum

gostermemistir.

=HM
=OM
EVEK
=YK
VT
YT

D = 2 W e

miR168 tar168

Sekil 4.14 miR168 ve tar168’in miktar analizi
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4.2.5 miR159 ve tar159

miR159’un tahmin edilen hedef geni MYB33 transkripsiyon faktoriidiir. Bunun bitki
yaprak gelisiminde énemli bir rolii oldugu bulunmustur. Arabidopsis thaliana bitkisinde
MYB33’iin asir1 ifadesinin yukart kivrimli yaprak fenotipini olusturdugu tespit
edilmistir (Palatnik ef al. 2003). Yapilan qRT-PCR analizi sonucunda miR159 yogun
olarak sirasiyla YT, YK, VK, VT, HM, OM Kkiitiiphanelerinde tespit edilmigtir (Sekil
4.15). Yiksek verimli dizileme analizi ile karsilastirildiginda her kiitiiphanenin miktar

siralamasi ile uyum gostermistir.
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miR159 tarl59

Sekil 4.15 miR159 ve tar159’un miktar analizi

4.2.6 miR395 ve tar395

miR395 siilfat indiiksiyonunda tespit edilmistir (Jones-Rhoades and Bartel 2004).
Yapilan qRT-PCR analizi sonucunda miR395 yogun olarak sirasiyla HM, VT, YT, VK,
YK, OM kiitiiphanelerinde tespit edilmistir (Sekil 4.16). Yiiksek verimli dizileme

analizi ile karsilastirildiginda biitiin kiitliphanelerin siralamasi ile uyum gostermistir.
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Sekil 4.16 miR395 ve tar395’in miktar analizi
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4.2.7 miR166 ve tar166

Yapilan qRT-PCR analizi sonucunda miR166 yogun olarak sirasiyla VT, YT, YK, HM,
VK, OM Kkiitiiphanelerinde tespit edilmistir (Sekil 4.17). Yiiksek verimli dizileme

analizi ile kargilastirildiginda biitiin kiitliphanelerin siralamasi ile uyum gostermistir.
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miR166 tarl66

Sekil 4.17 miR166 ve tar1 66 nin miktar analizi
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5. TARTISMA VE SONUC

Zeytin agaci, yildan yila diizensiz meyve iiretimi ile bilinmektedir (Bustan ez al. 2011).
Boyle bir fenomen, farkli bitki tiirlerinde goriilse bile fizyolojik siire¢ genel degil,
aksine tiire 0zgl gerceklesmektedir (Goldschmidt 2005). Ancak gelisim evresi
gecislerini tetikleyen genetik aglarin, tiirler arasinda bazi ortak faktorleri paylastigi
netlik kazanmistir. Bu dl¢tide Ulger ve arkadaslar1 (2004), ABA, GAj3; ve IAA gibi bazi
endojen bitki biiyiime hormonlarinin periyodisite iizerinde onemli rolii oldugunu
raporlamistir. Ayrica bitkilerde depolanan karbohidrat miktarmin var ve yok yillar
arasinda farklilik gostermesi sonucunda karbohidrat degisikliginin periyodisite ile

iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Spann et al. 2008).

Zeytin agaci, fazla sayida ¢igek ve meyve iliretimine karsi dogal bir egilime sahiptir.
Ancak meyve i¢inde gelismekte olan tohumlarda iiretilen gibberellinler gibi molekiiler
mesajlar, tomurcuk olusumunu generatif gelisim yerine vejetatif gelisime yonlendirerek
cicek indiiksiyonunu azaltmaktadir. Aynmi sekilde ¢ok sayida meyve olusumu da,
agactaki karbohidrat depolarmin tiiketimine neden olmaktadir. Bu nedenle zeytin
agacinda periyodisiteyi azaltmak ya da elimine etmek i¢in farkl stratejiler kullanilabilir

(Yanik et al. 2013).

1) meyve sayisini, diizenli budama ile beklenen verimli yildan dnce azaltmak,

ii) meyve sayisini, gelisimin ¢ok erken asamalarinda azaltmak (cok kiigiik

meyvelerde),

iii) gelismis meyveleri, erken hasat etmek (biiyiik yesil meyvelerin oldugu bu gibi

asamada ¢igek inhibisyonu baglamis olsa dahi baz1 etkisi vardir),

iv) agactaki karbohidrat depolarmin tiiketimini Onlemek (6rnegin; bitkinin
beslenmesi ve depo birikimi i¢in elverisli sulamay1 saglamak)’tir.
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Bitkinin agir1 tiiketimi 6nlemek i¢in depolarin bir kismimi kuraklik, besin eksikligi gibi
sinirlayici ¢evresel kosullarin iistesinden gelen savunma mekanizmasina ve Onemli
vejetatif gelisime (yaprak ve filiz tomurcuklar1) ayirmasi, periyodisitenin aslinda bir

adaptasyon mekanizmasi oldugunu gostermektedir (Barranco et al. 2010).

Simdiye kadar bitkilerde tanimlanan bazi miRNA’larin ¢esitli biyolojik siireglerdeki
rolleri ¢ogu kez kanitlanmigtir. Bu miRNA’lar gelisim ve stres tepkileri gibi birgok
fizyolojik siiregler ile iliskilendirilmistir (Sunkar et al. 2012, Eldem et al. 2013, Chuck
et al. 2009). Geleneksel yontemlerle yapilan miRNA calismalar karigik olsa bile son
zamanlarda kullanilan yiiksek verimli dizileme teknikleri miikemmel bir yaklasim

olmustur (Li et al. 2011, Chen et al. 2012, Zhou et al. 2012).

Bu c¢alismada zeytin bitkisinin yaprak ve meyve organlarindan olusturulan 6 sRNA
kiitiiphanesi, periyodisite ile iliskili miRNA’larin genis kapsaml setini tanimlamak i¢in
yiikksek verimli dizileme teknigi ile dizilenmistir. Daha 6nce Donaire ve arkadaslar
(2011) tarafindan yapilan zeytin agact miRNA analizi sonucuna gore 550 kat daha fazla
(93.526.915) okuma elde edilmesi, gliniimiize kadar yapilmis en genis kapsamli zeytin
agact miRNA analizi oldugunu gostermektedir. Donaire ve arkadaslari, zeytin bitkisinde
geng ve olgun govdelerden 2 kiitiiphane olusturarak 18 bilinen familya ve 5 tahmini
miRNA tanimlamigtir. Buna ilaveten bulgularimizda 4 tane daha korunmus miRNA

familyas1 kesfedilerek toplam 22 familya tespit edilmistir (Yanik ez al. 2013).

miR156a, miR156b, miR156¢ ve miR156d hari¢ en fazla sayida bulunan miRNA’larin
ifade seviyelerinin, genellikle 6 kiitiiphanenin her birisinde birbirlerine yaklasik
sayilarda oldugu goriilmiistiir. Diger ¢alismalar ile benzer sekilde evrimsel olarak
korunmus olan miRNA’larmn ifade seviyeleri, genellikle en fazla sayida bulunmustur

(Yanik et al. 2013).

miR156, daha Once olgun zeytin agaci govdelerinde yapilan bir caligmada
tamimlanmasina ragmen c¢ok diisiik sayida tespit edilmistir (Donaire et al. 2011).

miR156, geng-olgun ve yillik evre gecislerinde rol oynayan Squamosa promotor
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baglayici protein-benzeri (SPL) gen ifadesini diizenlemektedir (Wang et al. 2009, Wu et
al. 2009, Donaire et al. 2011).

Shalom ve arkadaglar1 (2012), turunggil agaglarinda var ve yok yillar1 arasinda
miR156’nin ifadesinde 6nemli farkliliklar bulmamasina ragmen spl geninin, yok yilinda
var yilina gore daha fazla ifade edildigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada spl geninin
negatif korelasyonu olan miR156’nin ifadesi, VT kiitliphanesinde VK kiitiiphanesi ile
kargilastirildiginda daha fazla tespit edilmistir (Yanik et al 2013). Ayrica Kim ve
arkadaslar1 (2012), miR156’nin tohum gelisimi, c¢iceklenme zamani ve yaprak

morfogenezinde etkili oldugunu bulmustur.

Gelisimle iligkili farkli fonksiyonel rol oynayan genleri hedefleyen bazi miRNA’larin
ifadesi, 6 kiitliphane arasinda cesitlilik gostermistir. Zeytin agacinda yapilan 6nceki bir
calismada (Donaire et al. 2011) miR395’in uyarilara karsi cevap olusturan genleri
hedefledigi tespit edilmistir. Bu calismada miR395’in, HM kiitiiphanesinde OM
kiitiiphanesine gore 4 kat daha fazla ifade edildigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda geng
yapraklarda (VT, YT), yash yapraklara (VK, YK) gore daha fazla oldugu da tespit
edilmistir (Yanik ez al. 2013). Bartel (2004) tarafindan Arabidopsis thaliana ve Oryza
sativa bitkilerinde yapilan caligmada miR395’in besin tiiketiminde etkili oldugunu

bulmasi bu ¢alismay1 desteklemistir.

Beslenme kontrolii, periyodisitenin temel diizenleyici mekanizmalarindan biri olarak
diistiniilmistiir (Goldschmidt 2005). Ancak bazi ¢alismalarda zeytin agacinin generatif
gelisme evresinde karbohidrat depolarinin tutulmasi ile ilgili farkli sonuglar rapor
edilmistir (Ulger et al. 2004, Spann et al. 2008, Rosecrance et al. 1998, De la Rosa et
al. 2000).

Son zamanlarda Bustan ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan ¢aligma, gelismekte
olan meyveler i¢in karbohidrat ihtiyacinin 6nemli oldugunu fakat karbohidrat

eksikliginin periyodisite igin énemli bir diizenleyici olmadigini gostermektedir. Bundan
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baska avokado ile yapilan bir ¢alismada bor eksikliginin periyodisitede énemli rolii

oldugu ileri siiriilmiistiir (Minchin ez al. 2011).

miR395’in, misirda enerji kaynag: ihtiyaci gibi tuz indiiklenmesine yanit yolaklari ile
ilgili olabilecegi dnceki calismalarda raporlanmistir (Ding et al. 2009). Onceki ve
simdiki ¢aligmalar dogrultusunda periyodisite gosteren tiirlerde besin iletiminin gelisme
ve olgunlagma ile iliskisinde miR395’in 6nemli rol oynadig1 raporlanmistir (Yanik et al.

2013).

Yaprak kiitiiphanelerinde, meyve kiitiiphanelerine gére hem bilinen miRNA sayis1 hem
de miRNA cesitliligi daha fazla tespit edilmistir. Bu sonuglar meyve fizyolojisine gore
yaprak fizyolojisi ile iliskili daha fazla sayida miRNA oldugunu gostermistir. Yapragin
daha genel amagcli, meyvenin 6zel amagli bir organ oldugu diisiiniildiigiinde bu sonug
hic¢ de sasirtic1 degildir. Yapraklarin generatif biiyiimeye katkisi verilerimize gore 2 kat
bulunmustur (Yanik et al. 2013).

Diger calismalarda fazla bulunan miR156 ve miR166, bu ¢alismada en fazla sayidaki 2
korunmus miRNA olarak tespit edilmistir. miR156 familyasi iiyelerinin, 6 kiitliphanede
de onemli derecede farkli ifade edildigi goriilmiistiir. miR156 familyas: iiyelerinin
ifadesi, VK kiitliphanesinde YK kiitiiphanesine gore yaklasik 2,5 kat azalmistir. miR156
ifadesinin, yok yilinin Kasim ayinda yaprak gelisimi i¢in 6zel oldugunu gdstermektedir

(Yanik et al. 2013).

Onceki ¢alismalara gére miR172 ve miR156 nin, hem Arabidopsis thaliana’da hem de
Olea europaea’da geng fazin kontroliinii ve geng¢ fazdan olgun faza gecisin
zamanlamasimi saglayan Squamosa promotdr baglayict protein-benzeri (SPL)’yi
diizenledigi belirlenmistir (Yanik ef al. 2013). Bitkilerde bilinen en eski miRNA
familyalarindan biri olarak diisliniilen mirl72’nin, gelisim evreleri arasindaki gegisin
diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir (Lauter et al. 2005, Zhu and Helliwell

2010).
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Bu calismada miR172 familyasi iiyelerinin ifadesinin, yaprak kiitiiphanelerinde meyve
kiitiiphanelerine gore belirgin bir sekilde daha fazla sayida bulunmus olmasi da bu
miRNA’larin aktivitelerinin geng evrede oldugunu desteklemektedir. Ayrica Aukerman
ve Sakai (2003), yaptiklar1 bir ¢alismada Arabidopsis thaliana, Oryza sativa ve Zea
mays bitkilerinde miR172’nin ¢i¢ceklenme zamaninda ve vejetatif gelismede onem arz
ettigini bulmusglardir. miR172d ve miR172e iiyelerinin, YK kiitiiphanesinde VK
kiitiiphanesine gore daha fazla ifade edilmis olmasi da sonucu desteklemektedir (Yanik

etal 2013).

Ayrica benzer bir Ornek, miR172g ve miR172h’nin Temmuz ay1 yaprak
kiitiiphanelerindeki ifadelerinde gézlemlenmistir. Diger taraftan miR172d ve miR172e,
VT kiitliphanesinde VK kiitiiphanesine goére 6nemli derecede daha fazla ifade edilmistir.
miR172d, miR172e, miR172g ve miR172h hari¢ miR172 familyasimin diger iiyeleri,
yaprak kiitiiphanelerinde yaklasik esit sayida ifade edilmistir. Bu 6l¢iide miR172’nin,
zeytin agacinin var yilindaki gelisim evre gecislerinde 6nemli fakat esas olmayan bir rol

oynadig1 sonucu ¢ikartilmistir (Yanik ez al. 2013).

Hormon kontroliiniin, periyodisitenin en 6nemli diizenleyici mekanizmalarindan biri
oldugu ileri siiriilmiistir. Ornegin; miR160 ve miR319’un, zeytin agacinda
periyodisiteyi 6nemli derecede diizenleyen hormon aracili sinyal ile iligkili genleri

hedefledigi goriilmiistiir (Yanik et al. 2013).

miR 160 familyas: iiyelerinin var ve yok yillart arasindaki ifade farkliliklarinda 4’den 6
kata kadar degisiklik gostermesi, zeytin govdeleri ile yapilan bir ¢alismada (Donaire et
al. 2011) geng yapraklarda olgun yapraklar ile karsilastirildiginda biraz fazla ifade
edilmig olmasini desteklemektedir. Ayn1 zamanda Mallory ve arkadaslarinin (2005)
mirl60’m tohum gelisiminde ve lateral kok olusumunda gorev aldigimi tespitini
desteklemistir. Oysaki miR319’un ifadesi var ve yok yillar1 arasinda yaklasik 1,8 kat
farklilik gostermistir (Yanik et al. 2013).
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Ayrica meyve kiitiiphaneleri arasinda 6nemli derecede degisiklik gozlemlenmistir.
Zeytin agacinin gelisim silirecinde hormon aracili tepkiye Onemli derecede katki
saglayan genleri hedefleyen miR393, meyve kiitiiphanelerinde benzer sekilde dikkate
deger ifade farklilig1 gostermistir (Yanik ez al. 2013).

miRNA analizi, hedef genlerin ayn1 zamanda periyodisite ile ilgili olabilecek ¢igek
gelisimi ve organ morfogenezi gibi fonksiyonlar ile iligkisini ortaya koymustur. miR168
ve miR396’nin, var ve yok yili kiitliphaneleri arasindaki ifadeleri karsilastirildiginda az
fakat onemli derecede farklilik gosterdigi tespit edilmistir. miR396’nin, biiyiime
diizenleyici faktorlerini etkileyerek yaprak gelisimindeki rolii onceki g¢aligmalarda

belirtilmistir (Yanik et al. 2013).

Ayrica organ morfogenezi ve gelisim siireci ile iligkili genleri hedefleyen miR166 ve
miR171’in, meyve kiitiiphanelerine 6zgli ifade edildigi goriilmiistiir. Bu nedenle
miR166 ve miR171’in ifadesi, HM kiitiiphanesinde énemli derecede fazla sayida ifade
edilmigtir. Bu bir hipotez de olsa miR166 ve miR171’in hedef genlerinin
baskilanmasimin, meyvelerin olgunlasmasini engelleyebilecegi yorumu yapilabilir

(Yanik et al. 2013).

KEGG analizleri, zeytin agact miRNA’lan tarafindan hedeflenen genlerin biiyiik 6lgiide
karbohidrat metabolizmasi ve hormon sinyal iletim yolaklarini takiben brassinosteroid

biyosentez metabolik yolagi ile iliskili oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Yanik et al. 2013).

Yukarida tartigildigi {izere beslenme ve hormon kontrolii, periyodisite ile iligkili iki esas
faktor olarak ileri siiriilmiistiir. Ayrica bitki steroid hormon grubuna ait olan
brassinosteroidlerin, biiyiime ve gelismeyi diizenledigi bilinmektedir. Boylece bu
calisma dogrultusunda elde edilen analizler, zeytin agacinda besin ve hormon

kontroliiniin periyodisitede dnemli rol oynadigini desteklemektedir (Yanik ez al. 2013).
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Bu calismada zeytin agacinda 135 korunmus miRNA’ya ilaveten 38 tahmini yeni
miRNA’nin tamimlanmasi, zeytin bitkisinde onceden bilinenden daha fazla miRNA
oldugunu ve miRNA ifadesinin ¢esitliligini gostermektedir. 6 farkli zeytin miRNA
kiitiiphanesinin bu genis capli genom taramasi, periyodisite ile iligkili miRNA ifade
profillerinin bulunmasina ve bu fizyolojik fenomen ile ilgili siireglerin aciga

kavusmasina katki saglamistir (Yanik ez al. 2013).

Yapilan bu analizler, zeytin agacinda periyodisite ile iliskili olabilecek genlerin hepsinin
olmasa da cogunun tespit edilmesine imkan saglamistir. Dolayisiyla bu calismada
tanimlanan miRNA’lar, bunun gibi diger tiirlerde periyodisite ile iligkili genlere yonelik

daha ileri bir bakis a¢is1 kazandirarak degerli bir kaynak olacaktir (Yanik ef al. 2013).
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miRNA

Ek 1. Zeytin bitkisinde kesfedilen 22 miRNA familyasina ait 136 korunmus miRNA

miRNA dizisi

Oeu_miR156a
Oeu_miR156b
Oeu_miR156¢
Oeu_miR156d
Oeu_miR156e
Oeu_miR156f
Oeu_miR156g
Oeu_miR156h
Oeu_miR156i
Oeu_miR156j
Oeu_miR156k
Oeu_miR159a
Oeu_miR159b
Oeu_miR159c¢
Oeu_miR159d
Oeu_miR160a
Oeu_miR160b
Oeu_miR160c
Oeu_miR160d
Oeu_miR160g
Oeu_miR164a
Oeu_miR164b
Oeu_miR164c
Oeu_miR164d
Oeu_miR164e
Oeu_miR164f
Oeu_miR166a
Oeu_miR166b
Oeu_miR166¢
Oeu_miR166d
Oeu_miR166e
Oeu_miR166f
Oeu_miR166g
Oeu_miR166h
Oeu_miR166i
Oeu_miR166j
Oeu_miR166k
Oeu_miR1661
Oeu_miR166m
Oeu_miR166n

UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
UGACAGAAGAGAGGGAGCAC
UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA
UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA
UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA
CUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU
UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
UGCCUGGCUCCCUGGAUGCCA
UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA
UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA
UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA
UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA
UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA
UGGAGAAGCAGGGCACAUGCU
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC
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Oeu_miR1660
Oeu_miR166p
Oeu_miR166q
Oeu_miR167a
Oeu_miR167b
Oeu_miR167¢
Oeu_miR167d
Oeu_miR167e
Oeu_miR167f
Oeu_miR167g
Oeu_miR168a
Oeu_miR168b
Oeu_miR169a
Oeu_miR169b
Oeu_miR169c
Oeu_miR169d
Oeu_miR169e¢
Oeu_miR169f
Oeu_miR169g
Oeu_miR169h
Oeu_miR169i
Oeu_miR169j
Oeu_miR169k
Oeu_miR1691
Oeu_miR169m
Oeu_miR169r
Oeu_miR169s
Oeu_miR169v
Oeu_miR169w
Oeu_miR171a
Oeu_miR171b
Oeu_miR171c
Oeu_miR171d
Oeu_miR171e
Oeu_miR171f
Oeu_miR171g
Oeu_miR171h
Oeu_miR171i
Oeu_miR172a
Oeu_miR172b
Oeu_miR172¢
Oeu_miR172d
Oeu_miR172e
Oeu_miR172f

UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC

UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC

UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUA
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUA
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUA
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUA
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUA
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUG
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUU
UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUU
UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA
UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA
CAGCCAAGGAUGACUUGCCGA
CAGCCAAGGAUGACUUGCCGA
CAGCCAAGGAUGACUUGCCGA
CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG
CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG
CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG
CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG
CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG
UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG
UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG
UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG
UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG
UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG
UAGCCAAGGAUGACUUGCCUA
UCAGCCAAGGAUGACUUGCCG
UAGCCAAGGAUGACUUGCCCA
UAGCCAAGGAUGACUUGCCCA
UUGAGCCGUGCCAAUAUCACG
UUGAGCCGUGCCAAUAUCACG
AGAUUGAGCCGCGCCAAUAUC
AGAUUGAGCCGCGCCAAUAUC
UGAUUGAGCCGUGCCAAUAUC
UGAUUGAGCCGUGCCAAUAUC
UGAUUGAGCCGUGCCAAUAUC
UGAUUGAGCCGUGCCAAUAUC
UGAUUGAGCCGUGCCAAUAUC
AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
GGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
GGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
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Oeu_miR172g
Oeu_miR172h
Oeu_miR172i
Oeu_miR319a
Oeu_miR319b
Oeu_miR319¢
Oeu_miR319d
Oeu_miR319e
Oeu_miR319f
Oeu_miR319g
Oeu_miR319h
Oeu_miR390a
Oeu_miR390b
Oeu_miR390c¢
Oeu_miR390d
Oeu_miR393a
Oeu_miR393b
Oeu_miR393¢
Oeu_miR393d

Oeu_miR394a-5p
Oeu_miR394b-5p

Oeu_miR395b
Oeu_miR395c
Oeu_miR395d
Oeu_miR395e
Oeu_miR395f
Oeu_miR395¢g
Oeu_miR395h
Oeu_miR395i
Oeu_miR395j
Oeu_miR396a
Oeu_miR396b
Oeu_miR396¢
Oeu_miR396d
Oeu_miR396e
Oeu_miR396f
Oeu_miR396g
Oeu_miR397a
Oeu_miR397b
Oeu_miR398b
Oeu_miR398¢
Oeu_miR399b
Oeu_miR399c
Oeu_miR399f

GGAAUCUUGAUGAUGCUGCAG
GGAAUCUUGAUGAUGCUGCAG
GGAAUCUUGAUGAUGCUGCAG
UUGGACUGAAGGGAGCUCCC

UUGGACUGAAGGGAGCUCCC

UUGGACUGAAGGGAGCUCCC

UUGGACUGAAGGGAGCUCCC

UUGGACUGAAGGGAGCUCCC

UUGGACUGAAGGGAGCUCCU

UUGGACUGAAGGGAGCUCCU

UUGGACUGAAGGGAGCUCCU

AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC
AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC
AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC
AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC
UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUC
UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUC
UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUC
UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUC
UUGGCAUUCUGUCCACCUCC

UUGGCAUUCUGUCCACCUCC

CUGAAGGGUUUGGAGGAACUC
CUGAAGGGUUUGGAGGAACUC
CUGAAGGGUUUGGAGGAACUC
CUGAAGGGUUUGGAGGAACUC
CUGAAGGGUUUGGAGGAACUC
CUGAAGGGUUUGGAGGAACUC
CUGAAGGGUUUGGAGGAACUC
CUGAAGGGUUUGGAGGAACUC
CUGAAGUGUUUGGGGGAACUC
UUCCACAGCUUUCUUGAACUG
UUCCACAGCUUUCUUGAACUG
UUCCACAGCUUUCUUGAACUG
UUCCACAGCUUUCUUGAACUG
UUCCACAGCUUUCUUGAACUG
UUCCACAGCUUUCUUGAACUG
UUCCACAGCUUUCUUGAACUG
UCAUUGAGUGCAGCGUUGAUG
UGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG
UGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG
UGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG
UGCCAAAGGAGAUUUGCCCGG
UGCCAAAGGAGAUUUGCCCGG
UGCCAAAGGAGAAUUGCCCUG
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Ocu_miR399g UGCCAAAGGAGAAUUGCCCUG

Ocu_miR399i UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUA
Oecu_miR403a UUAGAUUCACGCACAAACUCG
Oeu_miR403b UUAGAUUCACGCACAAACUCG
Ocu_miR403c UUAGAUUCACGCACAAACUCG
Ocu_miR408 AUGCACUGCCUCUUCCCUGGC

Oecu_miR530a UGCAUUUGCACCUGCACCUU
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Ek 2. 38 yeni miRNA’nin tahmini sekonder yapilari

Oeu_miR 1

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 10:09:53 2013
mfold_util 4.6

5’ 3
dG = -27.20 [Initially -27.20] Oeu_miR_1
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Oeu_miR 2

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 10:10:58 2013
miold_util 4.6

dG = -36.30 [Initially -36.30] Oeu_miR_2
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Oeu_miR 3

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:02:07 2013
mfold_util 4.6

dG = -42.82 [Initially -49.70] Oeu_miR_3
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Created Sat Jul 6 09:06:48 2013

Qutput of sir_graph (©)

mfold_util 4.6

Oeu miR 4

u_miR_4

-59.35 [Initially -68.40] Oe

dG =
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Oeu_miR 5

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:08:59 2013
mfold_util 4.6

dG = -28.71 [initially -43.10] Oeu_miR_5
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Oeu_miR _6

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:11:30 2013
mfold_util 4.6

4G = -41.05 [Initially -50.80] Oeu_miR 6
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Oeu_miR 7

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:13:06 2013
mfold_util 4.6

dG = -29.93 [Initially -33.20] Oeu_miR_7
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Created Sat Jul 6 09:15:22 2013

Output of sir_graph (©)

mfold_util 4.6

Oeu miR 8

u_miR_8

-33.07 [Initially -37.10] Oe

dG
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Oeu_miR 9

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 609:17:19 2013
mfold_util 4.6

4G = -82.40 [Initially -88.20] Oeu_miR 9
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Oeu_miR 10

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:19:11 2013
mfold_util 4.6

A
U
.
XA
|
A
|
y— 60
|
U
|
C
|
|
A
|
A
|
20 —©) (©
|

80

o
~
o

5 3
dG = -25.40 [Initially -25.40] Oeu_miR_10
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Oeu_miR 11

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:20:40 2013
mfold_util 4.6

: 5
0G = -34.80 [Initially -34.80] eu miR_11
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Oeu_miR 12

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:22:10 2013
mfold_util 4.6

70

.
dG = -31.50 [Initially -31.50] Oeu_miR_12
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Oeu_miR 13

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:23:48 2013
mfold_util 4.6

4G = -38.74 [Initially -44.80] Oeu_miR 13
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QOeu_miR 14

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:25:19 2013
mfold_util 4.6

N
o

-
G
G
A
A
A
G
G

5
dG =-39.10 [Initially -39.10] Oeu_miR_14
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Oeu_miR 15

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:26:36 2013
mfold_util 4.6

A

dG =-40.75 [Initially -45.30] Oeu_miR_15
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Oeu_miR 16

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:29:06 2013
mfold_util 4.6

4

dG = -76.16 [Initially -79.60] Oeu_miR_16
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Created Sat Jul 6 09:31:21 2013

Output of sir_graph (©)

mfold_util 4.6

Oeu miR 17

u_miR_17

-59.10 [Initially -59.10] Oeu_.

dG =
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Oeu_miR 18

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:35:30 2013
mfold_util 4.6

" 4G = -43.59 [Initially -48.90] Oeu_miR 18
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Oeu_miR 19

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:36:58 2013
mfold_util 4.6

dG =-32.40 [Initially -32.40] Oeu_miR_19
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Oeu_miR 20

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:38:30 2013
mfold_util 4.6

dG = -101.14 [Initially -107.50] Oeu_miR_20
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Oeu_miR 21

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:40:11 2013
mfold_util 4.6

dG =-75.01 [Initially -86.80] Oeu_miR_21
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Oeu_miR 22

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:41:542013
mfold_util 4.6

4G = -34.35 [Initially -39.20] Oeu_miR 22
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Oeu_miR 23

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:44:02 2013
mfold_util 4.6

dG =-38.90 [Initially -38.90] Oeu_miR_23
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Oeu_miR 24

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:45:38 2013
mfold_util 4.6

dG = -41.25 [Initially -46.80] Oeu_miR_24
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Oeu_miR 25

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:47:192013
mfold_util 4.6

dG =-51.09 [Initially -55.80] Oeu_miR_25
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Oeu_miR 26

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:48:44 2013
mfold_util 4.6

dG = -53.73 [Initially -66.20] Oeu_miR_26
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Oeu_miR 27

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:50:27 2013
mfold_util 4.6

dG =-37.30 [Initially -37.30] Oeu_miR_27

94



Oeu_miR 28

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:51:532013
mfold_util 4.6

5
dG = -31.80 [Initially -31.80] Oeu_miR_28
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Oeu_miR 29

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:53:14 2013
mfold_util 4.6

dG =-26.20 [Initially -27.00] Oeu_miR_29
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Oeu_miR 30

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:54:31 2013
mfold_util 4.6

70

4G -32.20 [Initially -32.20] Oeu_miR_30
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Oeu_miR 31

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:56:09 2013
mfold_util 4.6

5 3
dG = -48.70 [Initially -51.20] Oeu_miR_31
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Oeu_miR 32

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 09:57:42 2013
mfold_util 4.6

dG = -39.91 [Initially -47.80] Oeu_miR_32
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Created Sat Jul 6 09:59:07 2013

Output of sir_graph (©)

mfold_util 4.6

Oeu miR 33

u_miR 33

-30.57 [Initially -33.20] Oeu_.

dG =

100



Created Sat Jul 6 10:00:46 2013

Output of sir_graph (©)

mfold_util 4.6

Oeu miR 34

u_miR_34

-47.03 [Initially -56.80] Oe

dG =
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Oeu_miR 35

Qutput of sir_graph (©) Created Sat Jul 610:02:07 2013
mfold_util 4.6

dG =-36.30 [Initially -36.30] Oeu_miR_35
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Oeu_miR 36

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 10:03:29 2013
mfold_util 4.6

dG = -41.25 [Initially -46.80] Oeu_miR_36
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Oeu_miR 37

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 10:04:41 2013
mfold_util 4.6

dG =-26.60 [Initially -26.60] Oeu_miR_37
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Oeu_miR 38

Output of sir_graph (©) Created Sat Jul 6 10:05:46 2013
mfold_util 4.6

dG =-38.60 [Initially -38.60] Oeu_miR_38
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Ek 3. 6 sSRNA kiitiiphanesinde miRNA* dizilerinin listesi

HM Kkiitiiphanesi

Yeni miRNA

miRNA* dizisi

Yeni miRNA dizisi

Hm1-m0001 (Sp)
Hm1-m0002 (5p)
Hm1-m0003 (3p)
Hm1-m0004 (3p)
Hm1-m0006 (5p)
Hm1-m0007 (3p)
Hm1-m0008 (3p)
Hm1-m0009 (5p)
Hm1-m0010 (5p)
Hm1-m0011 (5p)
Hm1-m0012 (5p)
Hm1-m0013 (5p)
Hm1-m0014 (Sp)
Hm1-m0015 (5p)
Hm1-m0016 (3p)
Hm1-m0017 (3p)
Hm1-m0018 (Sp)
Hm1-m0019 (3p)
Hm1-m0020 (3p)
Hm1-m0021 (Sp)
Hm1-m0022 (5p)

GACUCAUCGUUUUUUGUCUUUUU
AACCGAAACCGAACCAAACCGA

GUCAAAAUCAUCUUCUAAUAUUGAU

UUUAUGUUGCGGUUCAGGUUU
AACCGAACCCGAACCGAAUCGGU
AACCGAAACCGAACCGAAACCGGGU

GGUUCACCAAGAGUUGUGUUUCUACG

AGCAUGGUAAUGUGCACAGA
UCAUCCAGGUUCUUACUACU
GUUGUUGGUGUUUUCUUAGCA
UAUAAAAUCGAAGCCGAACCGG
AAUCACAUUUUGUGUUUAGAU

AAUUGAUGAACCAAACUGAACCAACC

UACCUUUGUUCUUUAUCUUCAUUU
UUUUGAACCGAACCGAACCGAAA
UUUGAACCGAACCGAACCGAAA
AACCCCACUGGAUCUGGUCCAG
CUCACGAAAGCAGUGUCCACCUUC
UUUGAACCGAACCGAACCGAAA
AACCGAAACAGAACCGAACCGGU
UGGCUAGGGCGUGCGACCCA

AAGAAGAAGAAGAACGAUGCCUC
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UGUCGACAUAGAAAUGAUUGGC
UCUUUGGAUUGUUUAACAUGGUA
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCUGAUACCAACUGAUGUGAACC
UCUGUGUACAAUAAGCCGAUGCU
AGUAGAAGACGCUCUGGUGAG
UGAUUGAGCCGCGCCAAUAUC
UCGGUUCGGGUUCGGUUCGGUUC
UCUGAUACCAACUGAUGUGAACC
GGUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AGAUGGAGAUGGAGAUGGAGAUG
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GCUGGAGUAGCUCAGUUGGUU
GAGGGGGAGUGUUGGCGUGAG
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UGUUGUUGUUGUUGUCGUCGUCA

OM Kkiitiiphanesi

Yeni miRNA

miRNA* dizisi

Yeni miRNA dizisi

Om1-mo0001 (5p)
Om1-m0002 (3p)
Om1-mo0003 (5p)
Om1-m0004 (3p)
Om1-mo0005 (3p)
Om1-mo0006 (5p)
Om1-m0007 (3p)
Om1-mo0008 (5p)
Om1-mo0009 (5p)
Om1-m0010 (3p)
Om1-m0011 (3p)
Om1-m0012 (3p)
Om1-mo0013 (5p)
Om1-m0014 (3p)
Om1-mo0015 (3p)
Om1-mo0016 (5p)
Om1-m0017 (3p)
Om1-m0018 (3p)
Om1-m0019 (3p)
Om1-m0020 (3p)
Om1-mo0021 (3p)

GACUCAUCGUUUUUUGUCUUUUU
AACACAACUGGAUGUAGAUAG
UGAGAUGCUCAUUUGAGCAAGUA
UUUUUAUAAUUUCUAUUCCGGC
AACCAAAACCAGUUCAAACCAAC
UGAGAUGCUCAUUCGAGCAAGA
UGUUAUUUUCGCCAGCGGCUUCU
AGCAUGGUAAUGUGCACAGA
UUGUUGGUGUUUUCUUAGCA
GCAUGAAGCAAUAGGAGCCUAAC
UCUACAGGUUCAGGAUAUGGUU
AACCAAAACCGGUUCAAACCAAC
UUGAUGAACCAAACUGAACCAACC
UUUGAACCGAACCGAACCGAAA
UUUGAACCGAACCGAACCGAAA
ACCCCACUGGAUCUGGUCCAGA
AAUUAACUGGGCUCAAUACAG
GGGUGUGGGAGGUUGCAGAA
CAACACCAACCGCCACCCCAACA
UUUGAACCGAACCGAACCGAAA
UGGGAUUGUACUGGGUUGAGUUG

AAGAAGAAGAAGAACGAUGCCUC
UCCGUUGUAGUCUAGUUGGUU
UCUUGCUCAAAUGAGUAUUCCA
GUUGUAGACAUGAAAGCGUAAGA
GUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCUUGCUCAAAUGAGUAUUCCA
UGGUGGUGGUGGUGGUGGUGACA
UCUGUGUACAAUAAGCCGAUGCU
UGAUUGAGCCGCGCCAAUAUC
GUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AAUAUUUUUGAUCUUUUGGAU
GuUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GGUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GCUGGAGUAGCUCAGUUGGUU
UCCGUUGUAGUCUAGUUGGUU
UGUCUGGACCAGUUUACGUGC
UGGUGGUGGUGGUGGUGGUGACA
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCUUGCUCAAAUGAGUAUUCCA
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VK Kkiitiiphanesi

Yeni miRNA

miRNA* dizisi

Yeni miRNA dizisi

VK1-m0001 (5p)
VK1-m0002 (3p)
VK1-m0003 (5p)
VK1-m0004 (3p)
VK1-m0005 (5p)
VK1-m0006 (3p)
VK1-m0007 (5p)
VK1-m0008 (5p)
VK1-m0009 (3p)
VK1-m0010 (5p)
VK1-m0011 (5p)
VK1-m0012 (3p)
VK1-m0013 (3p)
VK1-m0014 (5p)
VK1-m0015 (5p)
VK1-m0016 (3p)
VK1-m0017 (5p)
VK1-m0018 (5p)
VK1-m0019 (3p)
VK1-m0020 (3p)
VK1-m0021 (5p)
VK1-m0022 (3p)
VK1-m0023 (3p)
VK1-m0024 (3p)
VK1-m0025 (3p)
VK1-m0026 (5p)
VK1-m0027 (3p)

AACCGAAACCGAACCAAACCGACC
AACCGAACCGAACCGAACCGAA
UGAGAUGCUCAUUUGAGCAAGU
AAUAAAACUGAAACCGAACCAAAA
CCCUUUUAUUUUAUAUAGCCUU
AACCAAAACCAGUUCAAACCAA
UGAGAUGCUCAUUCGAGCAA
UGCACGUGCCCUGCUUCUCCA
UUAUUGUUGUUUUCCAAGCUCCC
AACCGGACCGGACCGGACCAGUU
CGCGCUGCUUCCGGUCCGCUG
AUCUACAGGUUCAGGAUAUGGU
CCCACUCCUACCGCCGCCAGU
GUGUUUUCUUUUCUUCUUUAA
UAUUAAACUGAAACCGAACCGAAC
AACCAAAACCGGUUCAAACCAACC
UGAUGAACCAAACUGAACCAACC
GAAGUUCAAGAAAGCUGUGGAA
AACCGAACCGAACCGAACCGGUU
UUUUGAACCGAACCGAACCGAAA
GCCCAACUCAUUCGAUCCAAC
AGUAGUUAUUGUUUUUUUAAA
AACCGAACCGAACCGAACCGAAA
AACCGAACCGAACCGAACCGGUU
UGGGAUACUGGGUUGAGUUGAG
AACCGAAACAGAACCGAACCGGUC
AAUAAAACUGAAACCGAACCAAAA

AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCUUGCUCAAAUGAGUAUUCCA
GUUCGGUUCGGUUCAGUUCGGUU
GAAGCUAUGAGAUCUGAGGG
GUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCUUGCUCAAAUGAGUAUUCCA
UGGGGAAGACAGGCACAUGAA
GGGGGAGGGGGAGAGAGAGAGAG
GUUCGGUUCGGUUCAGUUCGGUU
UGGCGGUGGCGGUGGCGGUGGU
AAUAUUUUUGAUCUUUUGGAU
GAUGGUGGGGUUGUGGGUGGC
UUGACAGAAGAUGGAGAGCAC
GUUCGGUUCGGUUCUGUUCGGUU
GUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GGUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UUCCACGGCUUUCUUGAACUUC
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GCUGGAGUAGCUCAGUUGGUU
UUUAAAGAGAUUGUUGUAAUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCUUGCUCAAAUGAGUAUUCCA
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GUUCGGUUCGGUUCAGUUCGGUU

YK Kkiitiiphanesi

Yeni miRNA

miRNA* dizisi

Yeni miRNA dizisi

yK1-m0001 (5p)
yK1-m0002 (3p)
yK1-m0003 (5p)
yK1-m0004 (5p)
yK1-m0005 (5p)
yK1-m0006 (3p)
yK1-m0007 (5p)
yK1-m0008 (3p)
yK1-m0009 (5p)
yK1-m0010 (5p)
yK1-m0011 (3p)
yK1-m0012 (5p)
yK1-m0013 (3p)
yK1-m0014 (3p)
yK1-m0015 (5p)
yK1-m0016 (5p)
yK1-m0017 (3p)
yK1-m0018 (3p)

AACCGAAACCGAACCAAACCGACC
AACCAAAACCAGUUCAAACCAACC
UGAGAUGCUCAUUCGAGCAAGA
UGCACGUGCCCUGCUUCUCCA
AACCGAACCCGAACCGAAUCGGUC
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GUCAUCCAGGUUCUUACUACU
AGCAUGAAGCAAUAGGAGCCUAAC
UUAUAAAAUCGAAGCCGAACCGG
CGCGCUGCUUCCGGUCCGCUG
CCCACUCCUACCGCCGCCAGU
GUGUUUUCUUUUCUUCUUUAA
AACCGAAUUCAAUCGACUAGUUU
AACCAAAACCGGUUCAAACCAACC
UGAUGAACCAAACUGAACCAA
GAAGUUCAAGAAAGCUGUGGAA
AACCGAACCGAACCGAACCGGUU
UUUUGAACCGAACCGAACCGAAA

107

AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GuuuGaGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCUUGCUCAAAUGAGUAUUCCA
UGGGGAAGACAGGCACAUGAA
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AGUAGAAGACGCUCUGGUGAG
GUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCGGUUCGGGUUCGGUUCGGUUC
UGGCGGUGGCGGUGGCGGUGGU
GAUGGUGGGGUUGUGGGUGGC
UUGACAGAAGAUGGAGAGCAC
GUUCAGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GuUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GGUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UUCCACGGCUUUCUUGAACUUC
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU



yK1-m0019 (5p)
yK1-m0020 (3p)
yK1-m0021 (3p)
yK1-m0022 (3p)
yK1-m0023 (5p)

GCCCAACUCAUUCGAUCCAAC
AUAUGCGAAUCGAUGUUAACA
AACCGAACCGAACCGAACCGGUU

UGGGAUUGUACUGGGUUGAGUUGAG

AACCGAAACAGAACCGAACCGGUC

GCUGGAGUAGCUCAGUUGGUU
UGUCUGGACCAGUUUACGUGC
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCUUGCUCAAAUGAGUAUUCCA
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU

VT kiitiiphanesi

Yeni miRNA

miRNA* dizisi

Yeni miRNA dizisi

VT1-m0001 (3p)
VT1-m0002 (3p)
VT1-m0003 (5p)
VT1-m0004 (5p)
VT1-m0005 (3p)
VT1-m0006 (5p)
VT1-m0007 (5p)
VT1-m0008 (3p)
VT1-m0009 (5p)
VT1-m0010 (5p)
VT1-m0011 (3p)
VT1-m0012 (3p)
VT1-m0013 (5p)
VT1-m0014 (5p)
VT1-m0015 (3p)
VT1-m0016 (3p)
VT1-m0017 (3p)
VT1-m0018 (5p)

AACCGAACCGAACCGAACCGAAA
AACCAAAACCAGUUCAAACCAACC
AAAUUGGUCCGGACACCCAUA
UGCACGUGCCCUGCUUCUCCA
AGCAUGAAGCAAUAGGAGCCUAAC
CGCGCUGCUUCCGGUCCGCUG
GUGUUUUCUUUUCUUCUUUAA
AACCAAAACCGGUUCAAACCAACC
UGAUGAACCAAACUGAACCAACC
GAAGUUCAAGAAAGCUGUGGAA
AACCGAACCGAACCGAAACCGGUU
UUUUUGAACCGAACCGAACCGAAA
ACCUUGCUAUUUCCCUCGGUA
GCCCAACUCAUUCGAUCCAAC
AGUAGUUAUUGUUUUUUUAAA
AACCGAACCGAACCGAACCGAAA
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UGAAUGGAUUAAAAACUAUAAGA

AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AAAUUGGUCCGGACACCCAUA
UGGGGAAGACAGGCACAUGAA
GUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UGGCGGUGGCGGUGGCGGUGGU
UUGACAGAAGAUGGAGAGCAC
GUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GGUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UUCCACGGCUUUCUUGAACUUC
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UGGAGGUGGAGGUGGCGGUGG
GCUGGAGUAGCUCAGUUGGUU
UUUAAAGAGAUUGUUGUAAUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UGUUGUUGUUGUUGUCGUCGUCA

YT kiitiiphanesi

Yeni miRNA

miRNA* dizisi

Yeni miRNA dizisi

yT1-m0001 (5p)
yT1-m0002 (5p)
yT1-m0003 (3p)
yT1-m0004 (5p)
yT1-m0005 (3p)
yT1-m0006 (3p)
yT1-m0007 (5p)
yT1-m0008 (5p)
yT1-m0009 (3p)
yT1-m0010 (3p)
yT1-m0011 (5p)
yT1-m0012 (5p)
yT1-m0013 (3p)
yT1-m0014 (5p)
yT1-m0015 (5p)
yT1-m0016 (5p)
yT1-m0017 (3p)
yT1-m0018 (3p)
yT1-m0019 (5p)
yT1-m0020 (5p)
yT1-m0021 (3p)
yT1-m0022 (5p)
yT1-m0023 (5p)

AACCGAAACCGAACCAAACCGACC
GCUAUGAGAUCUGAGGGCAUU
AACCAAAACCAGUUCAAACCAACC
UAUAAAUGUAAUUACUAAUUA
CUCUCCACCCUcCAUUUUCUUCCCA
UGUCAAAGUUUUUAUAGUUUUCA
UGCACGUGCCCUGCUUCUCCA
AACCGAACCCGAACCGAAUCGGUC
AACCGAACCGAAACCGGGUCAAAC
AGCAUGAAGCAAUAGGAGCCUAAC
UUAUAAAAUCGAAGCCGAACCGG
GUGUUUUCUUUUCUUCUUUAA
AACCAAAACCGGUUCAAACCAACC
UGAUGAACCAAACUGAACCAACC
AACUCCUUUCAUUUAGGUCCUUU
GAAGUUCAAGAAAGCUGUGGAA
AACCGAACCGAACCGAACCGGUU
UUUUGAACCGAACCGAACCGAAA
GCCCAACUCAUUCGAUCCAAC
GAUUAACCCGAACUGAACCAAGC
AACCGAACCGAACCGAACCGGUU
AAUUGAACCGAACCGGUUCAACC
AACCGAAACAGAACCGAACCGGUC

AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GAAGCUAUGAGAUCUGAGGGC
GuUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AAAUUGGUCCGGACACCCAUA
AGGGGAGGGAGAGAGAGAGAGAG
UGAUGAUGAUGAUGACGACGACA
UGGGGAAGACAGGCACAUGAA
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GUUUGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCGGUUCGGGUUCGGUUCGGUUC
UUGACAGAAGAUGGAGAGCAC
GuuuGaGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GGUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AGGGGAGGGAGAGAGAGAGAGAG
UUCCACGGCUUUCUUGAACUUC
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
GCUGGAGUAGCUCAGUUGGUU
ucuceGuucacGuuCcGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
UCUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
AUUCGGUUCGGUUCGGUUCGGUU
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Ek 4. Biyolojik fonksiyon ontolojisinde énemli derecede (p < 0,05) bulunan 8 ontoloji

teriminin kiimeleme ve genom frekanslari

Gen Ontoloji Terimi Kiimeleme (Cluster) frekansi
HM oM VK YK VT YT

oksidorediiktaz aktivitesi, difenol ve

- . s e %145 %153 % 13,7 %119 % 11,8 %125
ilgili maddelerin vericisi, oksijen alicis1

okdisorediiktaz aktivitesi, difenol ve

oo . %145 %153 %13,7 %119 %11,8 %125
ilgili maddelerin vericisi

okdisorediiktaz aktivitesi %31 %324 %29 %263 %261 %274
alkol baglama % 1,8 %19 %17 %14 %14 %829
baglama % 82 %819 %83 %809 %80,7 %1,5
hormon baglama % 1,8 %19 %1,7 %14 %14 %15
niikleik asit baglama %259 %273 %282 %27 % 26,1 % 26,6
gecis metal iyonlarim baglama % 24,6 % 24,1 % 22,1
Gen Ontoloji Terimi Genom frekansi

HM oM VK YK VT YT

oksidorediiktaz aktivitesi, difenol ve

- . s . %04 %04 % 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4
ilgili maddelerin vericisi, oksijen alicis1

okdisorediiktaz aktivitesi, difenol ve

o . e %04 %04 % 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4
ilgili maddelerin vericisi

okdisorediiktaz aktivitesi %124 %124 %124 %124 %124 %124
alkol baglama %0 %0 %0 %0 %0 % 67,5
baglama %675 %675 %675 %675 %675 %0
hormon baglama %0 % 0 %0 %0 %0 %0
niikleik asit baglama %153 %153 %153 %153 %153 %153
gecis metal iyonlarim baglama % 14,5 % 14,5 % 14,5
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Ek 5. Molekiiler islev ontolojisinde 6nemli derecede (p < 0,05) bulunan 108 ontoloji

teriminin kiimeleme ve genom frekanslari

Ek 5.1. Molekiiler islev ontolojisinde dnemli derecede (p < 0,05) bulunan 108 ontoloji

teriminin kiimeleme frekansi

Gen Ontoloji Terimi

Kiimeleme (Cluster) frekansi

HM oM VK YK VT YT

Hiicresel metabolik isl 151206 148/197 165/220  191/257  191/255 174/242
ucresel metabolik Islev %733 %751 %750 %743 %749 %719

Temel metabolik isle 152206 146/197 167/220  196/257  194/255 178/242
siev %738 %741 %759 %763 %761 %736

Hiicresel isle 162/206  159/197 180/220  208/257  207/255 194/242
v siev %786 %807 %81,8 %809 %812 %802

. o 102206 97/197  118/220  140/257  140/255 124/242
Biyopolimer metabolik islevi %495 %492 %536 %545 %549 %512

. . . o 95206 94/197 111/220  132/257 132255 117/242
Hiicresel biyopolimer metabolik islevi % 46.1 %477 %505 % 51.4 %518 % 483

. . o 95/206  94/197 111220  133/257  133/255 117242
Hiicresel makromolekiil metabolik islevi % 46.1 %477 % 50.5 %518 %522 %483
Bivoloiik diizenleme 647206 61/197 72/220  77/257  73/255 731242
yolojik cu %311 %310 %327 %300 %286 %302
Gelisimsel islev 66/206  66/197 75/220  82/257  82/255 84242
$ $ %320 %335 %341 %319 %322 %347
L . . 55206 55/197  63/220  69/257  65/255  68/242
Cok hiicreli organizmanin gelisimi % 26.7 %279 % 28.6 % 26.8 %255 % 28.1
L . . 577206 57/197  65/220 717257 67/255 707242
Cok hiicreli organizmanin islevi %277 %289 %295 %276 % 26.3 0 28.9
. o . 417206  41/197  42/220 451257 45/255  42/242
Hiicresel islevin diizenlenmesi % 19.9 %208 % 19.1 % 17.5 %176 % 17.4
o 417206 417197  43/220 437257 41/255 437242
reme %199 %208 %195 %167 %161 %178
Ureme gelisimi islevi 417206 417197  43/220 437257 41/255 437242
selistmilsievi %199 %208 %195 %167 %161 %178
o slevi 417206 417197  43/220 437257 41/255 437242
reme isievi %199 %208 %195 %167 %161 %178

. 43/206  42/197 32/255
Kimyasal uyaranlara yant % 20.9 %213 % 12.5

Anatomik lisimi 44/206  44/197  53/220 59257 59/255  62/242
natomik yapi gelisimi %214 %223 %241 %230 %231 %256
RNA bi tez islevi 45206 45/197 51220 65/257  65/255 55242
lyosentez Islevi %218 %228 %232 %253 %255 %227
Transkrinsivon 45/206  45/197 51/220 65257 65/255  55/242
psty %218 %228 %232 %253 %255 %227
Transkriosivon. DNA basl 45206 45/197 51/220 65257 65/255  55/242
ransxripstyon, aght %218 %228 %232 %253 %255 %227
L . o 47206 47/197  55/220  71/257 717255  60/242
Biyopolimer biyosentez islevi %228 %239 %250 %276 %278 %248
- . . . o 47/206  47/197  55/220 717257 71/255 607242
Hiicresel biyopolimer biyosentez islevi % 22.8 %239 % 25.0 % 27.6 %278 %248
. o o 47/206  47/197  55/220 717257 71/255 607242
Hiicresel makromolekiil biyosentez islevi % 22.8 %239 % 25.0 % 27.6 %278 %248
L o 47/206  47/197  55/220 717257 71/255  60/242
Makromolekiil biyosentez islevi % 22.8 %239 % 25.0 % 27.6 %278 %248
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RNA metabolik islev 47/206 47/197  53/220 69/257 69/255  58/242

% 22,8 % 23,9 % 24,1 % 26,8 % 27,1 % 24,0

. el e d e e . 48/206 48/197  55/220 58/257 54/255  55/242

Biyolojik islevin diizenlenmesi %233 %244 %250 %226 %212 %227

Hiicresel haberlesme 30/206 30/197  31/220 34/257 34/255  31/242

% 14,6 % 15,2 % 14,1 % 13,2 % 13,3 % 12,8

30/206 30/197  30/220 31/255 31242

Hormon uyarilarina yanit % 14,6 %152 %136 %122 %128

Sinyal iletimi 30/206 30/197  31/220 33/257 31242

% 14,6 % 152 % 14,1 % 12,8 % 12,8

I 31/206 31/197  31/220 32/242

Endojenik uyaranlara yamt % 15.0 %157 % 14.1 % 132

Lignin metabolik islevi 32/206 32/197  32/220 32/257 32/255  32/242

% 15,5 % 16,2 % 14,5 % 12,5 % 12,5 % 13,2

Hiicresel aminoasit tiirevlerinin 34/206 34/197  34/220 34/257 34/255  34/242

metabolik islevi % 16,5 % 17,3 % 155 % 13,2 % 13,3 % 14,0

. . e . 34/206 34/197  34/220 34/257 34/255  34/242

Fenilpropanoid metabolik islevi % 16,5 %173 %155 % 132 %133 % 14,0

Hiicresel aminoasit ve tiirevlerinin 35/206 35/197  35/220 37/257 371255  36/242

metabolik islevi % 17,0 %178 %159 % 14,4 % 14,5 % 14,9

ikincil metabolik islev 35/206 35/197  35/220 35/257 35/255  35/242

% 17,0 % 17,8 %159 % 13,6 % 13,7 % 14,5

Hiicresel aromatik bilesiklerin 37/206 37/197  37/220 39/257 39/255 37242

metabolik islevi % 18,0 % 18,8 % 16,8 % 15,2 % 15,3 % 153

Organ geligimi 37/206 37/197  45/220 49/257 45/255  50/242

% 18,0 % 18,8 % 20,5 % 19,1 % 17,6 % 20,7

Sistem gelisimi 37/206 37/197  45/220 49/257 45/255  50/242

% 18,0 % 18,8 % 20,5 % 19,1 % 17,6 % 20,7

. . e . 21/206 21/197  21/220 23/257 23/255  22/242
Biyolojik kalitenin diizenlenmesi % 102 %107 %9.5 % 8.9 % 9.0 %09.1

Hiicresel geligim islevi 22/206 22/197  27/220 29/257 31/255  33/242

% 10,7 %112 %123 % 11,3 % 12,2 % 13,6

L .. 23/206 23/197  23/220 25/257 25/255  23/242
Post-embriyonik gelisim %112 %117 %105 %97 %98 %95

Doku geligimi 23/206 23/197  23/220 27/257 27/255  28/242

% 11,2 % 11,7 % 10,5 % 10,5 % 10,6 % 11,6

Hormon uyaranlarina hiicresel tepki 24/206 24/197  24/220 24/257 24/255  24/242
% 11,7 % 12,2 % 10,9 % 9,3 % 9,4 % 9.9

Hormon aracih sinyallegme 24/206 24/197  24/220 24/257 24/255  24/242
% 11,7 % 12,2 % 10,9 % 9,3 % 9,4 % 9,9

Hiicre ici sinyallesme basamag 24/206 24/197  24/220 24/257 24/255  24/242
% 11,7 % 12,2 % 10,9 % 9,3 % 9,4 % 9.9

Uyaranlara hiicresel tepki 28/206 28/197  30/220 31/257 31/255  30/242

% 13,6 % 14,2 % 13,6 % 12,1 % 12,2 % 124

Anatomik yap: morfogenezi 29/206 29/197  36/220 42/255  45/242

% 14,1 % 14,7 % 164 % 16,5 % 18,6

Meristem onarimi 11/206 11/197 117220 14/257 14/255  14/242
% 5,3 % 5,6 % 5,0 % 5,4 % 5,5 % 5,8

Bélgesellesme 11/206 11/197  11/220 12/257 12/255  12/242
% 5,3 % 5,6 % 5,0 % 4,7 % 4,7 % 5,0

Hiicre farkhilasmasinin diizenlenmesi 10/206 10/197  10/220 11/257 117255 10242
% 4,9 % 5,1 % 4,5 % 4,3 % 4,3 % 4,1

Hiicresel islevin negatif diizenlenmesi 10/206 10/197  10/220 11/257 11/255  10/242
% 4,9 % 5,1 % 4,5 % 4,3 % 4,3 % 4,1

Hiicre morfogenezi 12/206 12/197  13/220 14/257 18/255  18/242
% 5,8 % 6,1 % 5,9 % 5,4 % 7,1 % 7,4

— L 12/206 12/197  12/220 13/257 137255  13/242
Sekil 6zellesme siireci %5.8 % 6.1 %5.5 %5.1 %5.1 % 5.4

Cigek gelisimi 13/206 13/197  13/220 13/257 13/255  13/242
% 6,3 % 6,6 % 5,9 % 5,1 % 5,1 % 5,4

Biyolojik islevin negatif diizenlenmesi 13/206 13/197  13/220 14/257 14/255  13/242
% 6,3 % 6,6 % 5,9 % 5,4 % 5,5 % 5,4
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Homeostatik isl 15/206 15/197  15/220 15/257 15/255  15/242
omeostatik iylev %73 %76 %68 % 5.8 %59 %62
Ureme vaor gelisimi 15/206 15/197  15/220 15/257 15/255 15242

yapt gelis %73 %76 %68 % 5.8 %59 %62
Meristem selisimi 19/206 19/197  19/220 22/257 22/255  22/242
selis %92 %96 %86 % 8,6 %86  %9,1
Simetri tespiti 6/206 6/197 6/220 6/257 6/255 6/242
tmetri tespitt %29 %30 %27 %23 %24 %25
Uvusma ozelligi 5/206 5/197 5/220 5/257 5/255 5/242
yus g %24 %25 %23 % 1,9 %20 %21
Morfogenez ile ilgili hiicresel bilesenlerin 5/206 5/197 5/220 5/257 5/255 5/242
bir araya getirilmesi % 2,4 % 2,5 % 2,3 % 1,9 % 2,0 % 2,1
. . .. . 5/206 5/197 5/220 5/257 5/242
Fitosteroidlerin biyosentez islevi % 2.4 %25 %23 % 1.9 %21
. . e . 5/206 5/197 5/220 5/257 5/255 5/242
Fitosteroid metabolik islevi % 2.4 %25 %23 % 1.9 % 2.0 %21
Polen duvar: vapum 5/206 5/197 5/220 5/257 5/255 5/242
oen duvartyapumi %24 %25 %23 % 1,9 %20 %21
Steroid bi ntez islevi 5/206 5/197 5/220 5/257 5/255 5/242
erold blyosentez isTevi %24 %25 %23 % 1,9 %20 %21
Eksene yakin/uzak uyusma o6zelligi ZZZIO g ;/)129 Z) %212 g :,;/)214 ?
Eksene yakin/uzak model olusumu Z;/)ZIO g ;{)129 (7) Z;/]le g
Annote edilmemi 4/206 2/197 2/220 3/257 3/255 2/242
s %19 %10 %09 % 1,2 %12 %08
R . 7/206 7/197 7/220 8/257 7/242
Morfogenez ile ilgili anatomik yap1 olusumu % 3.4 % 3.6 %32 % 3.1 %29
. . . 7/206 7/197 7/220 8/242
Hiicre duvar biyogenezi % 3.4 % 3.6 % 3.2 %33
. s . 7/206 7/197 7/220 7/257 7/255 7/242
Cigek organ gelisimi %34 %36 %32 %27 %27 %29
et e . . . . 7/206 7/197 7/220 7/257 7/255 7/242
Bitki tiiriine gore hiicre duvari biyogenezi % 3.4 % 3.6 % 3.0 % 2.7 % 2.7 %29
L N 7/206 7/197 7/220 7/257 7/255 7/242
Post-embriyonik organ gelisimi % 3.4 % 3.6 %32 %27 % 2.7 %29
. .. 8/206 8/197 8/220 40/257 8/255 8/242
Anatomik yap1 homeostazisi % 3.9 o 4.1 % 3.6 % 15.6 %31 %33
Meristem onarumi 8/206 8/197 8/220 8/257 8/255 8/242
% 3,9 % 4,1 % 3,6 % 3,1 % 3,1 % 3,3
. ce A . 8/206 8/197 8/220 9/257 9/255 8/242
Hiicre farkhlagsmasinmin negatif diizenlenmesi % 3.9 o 4.1 % 3.6 % 3.5 % 3.5 %33
. - e yse . 8/206 8/197 8/220 9/257 9/255 8/242
Gelisimsel islevin negatif diizenlenmesi % 3.9 o 4.1 % 3.6 % 3.5 % 3.5 %33
. .. . 8/206 8/197 8/220 9/257 9/255 8/242
Hiicre farkhilagsmasinin diizenlenmesi % 3.9 % 4.1 % 3.6 % 3.5 % 3.5 %33
0D, 0 4, 03, 0D, 09, 0,
Kok gelisimi 8/206 8/197 10/220 10/257 107255  10/242
ok gelistmi %39 %41 %45 %3.,9 %39 %41
. e e . 8/206 8/197 10/220 10/257 10/255  10/242
Kok sistemi gelisimi %39 %41 %45 % 3.9 %39 %41
KoK hii lisimi 8/206 8/197 8/220 8/257 8/255 8/242
ok fiucere gefistmi %39 %41 %36 % 3,1 %31 %33
R 8/206 8/197 8/220 8/257 8/255 8/242
KoKk hiicre farklilasmasi % 3.9 o 4.1 % 3.6 % 3.1 %31 %33
Kok hiicre olusumu 8/206 8/197 8/220 8/257 8/255 8/242
s % 3,9 % 4,1 % 3,6 % 3,1 % 3,1 % 3,3
. . . 9/206 9/197 13/220 14/257 12/255  13/242
Gelisimsel islevin diizenlenmesi % 4.4 % 4.6 % 5.9 % 5.4 % 4.7 % 5.4
. . . 9/206 9/197 9/220 12/257 12/255  12/242
Anatomik yapinin diizenlenmesi 0 4.4 % 4.6 % 4.1 % 4.7 % 4.7 % 5.0
. . 9/206 9/197 9/220 12/257 12/255  12/242
Meristem yapi organizasyonu % 4.4 % 4.6 % 4.1 % 4.7 % 4.7 % 5.0
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Polen gelisimi 9/206 9/197 9/220 9/257 9/255 9/242
g % 4,4 % 4,6 % 4,1 % 3,5 % 3,5 % 3,7
.. . . 9/206 9/197 13/220 14/257 13/242
Gelisimsel siirecin diizenlenmesi % 4.4 % 4.6 % 5.9 % 5.4 % 5.4
. . . 2/206 2/197 2/220 2/257 2/255 2/242
Besinlere kars1 hiicresel tepki % 1.0 % 1.0 % 0.9 % 0.8 % 0.8 % 0.8
Dorsa-ventral sekil olusumu 2/206 2/197 2/220 2/257 2/255 2/242
$ s %10 %10 %09 %0.8 %08 %08
Karbon katabolitleriyle transkripsiyonun 2/206 2/197 2/220 2/257 2/255 2/242
negatif diizenlenmesi % 1,0 % 1,0 % 0,9 % 0,8 % 0,8 % 0,8
Karbon katabolitleriyle transkripsiyonun 2/206 2/197 2/220 2/257 2/255 2/242
diizenlenmesi % 1,0 % 1,0 % 0,9 % 0,8 % 0,8 % 0,8
Makromolekiil metabolik islevinin 12/197
diizenlenmesi % 6,1
. - 61/220 77257 771255  66/242
Biyosentetik islev %277 %300 %302 %273
Hiicre gelisimi 11/197 16/255  16/242
ety % 5.6 %63 %66
. 13/197 19/255  19/242
H f:
iicre farkhilagsmasi % 6.6 %7.5 %7.9
o et f e . 12/255  12/242
Farkhilasma ile iliskili hiicre morfogenezi % 4.7 % 5.0
. . 6/220 6/257 6/255 6/242
Hiicre ¢ogalmasi % 2.7 %23 % 2.4 % 2.5
. . - 61/220 77/257 77/255  66/242
Hiicresel biyosentetik islev %27.7 % 30,0 %302 %273
Hiicresel bilesen morfogenezi 13/220 18/253 18/242
s g % 5,9 %71 %74
. . 73/257 73/255  62/242
Gen ifadesi %284 %286 %256
. e 119220  142/257  142/255
Makromolekiil metabolik islevi % 54,1 %553 % 55.7
- 183/220  213/257  211/255
Metabolik islev % 832 % 82.9 % 82,7
. - .. et 84/257 84/255  73/242
Nit
itrojen bilesiklerinin metabolik islevi % 32,7 %329 %302
Niikleobaz, niikleosid, niikleotid ve 61/220 80/257 80/255  69/242
niikleik asitin metabolik islevi % 27,7 % 31,1 %314 %285
. s 12/220 12/257 5/255 12/242
Filum gelisimi %35.5 %47 %20 %50
. P, . 6/220 6/257 12/255  6/242
Heterokronik, gelisimin diizenlenmesi %2.7 %23 % 4.7 % 2.5
. s . 12/220 12/257 33/255  12/242
Govde gelisimi %5.5 %4,7 %129 %50
. . e . 12/220 12/257 12/242
Govde sistem gelisimi %5.5 % 4.7 % 5.0
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Ek 5.2. Molekiiler islev ontolojisinde 6nemli derecede (p < 0,05) bulunan 108 ontoloji

teriminin genom frekansi

Gen Ontoloji Terimi Genom frekansi
HM OM VK YK VT YT
Hiicresel 11088/22088 11088/22088 11088/22088 11088/22088 11088/22088 11088/22088
metabolik islev % 50,2 % 50,2 % 50,2 % 50,2 % 50,2 % 50,2
Temel metabolik isley 11478/22088 11478/22088 11478/22088 11478/22088 11478/22088 11478/22088
% 52,0 % 52,0 % 52,0 % 52,0 % 52,0 % 52,0
Hiicresel islev 14561/22088 14561/22088 14561/22088 14561/22088 14561/22088 14561/22088
% 65,9 % 65,9 % 65,9 % 65,9 % 65,9 % 65,9
Biyopolimer 7973/22088  7973/22088  7973/22088  7973/22088  7973/22088  7973/22088
metabolik islevi % 36,1 % 36,1 % 36,1 % 36,1 % 36,1 % 36,1
Hiicresel biyopolimer 7128/22088  7128/22088  7128/22088  7128/22088  7128/22088  7128/22088
metabolik islevi % 32,3 % 32,3 % 32,3 % 32,3 % 32,3 % 32,3
Hiicresel makromolekiil 7213/22088 7213/22088 7213/22088  7213/22088 7213/22088  7213/22088
metabolik islevi % 32,7 % 32,7 % 32,7 % 32,7 % 32,7 % 32,7
Biyolojik diizenleme 2546/22088 2546/22088 2546/22088 2546/22088 2546/22088  2546/22088
% 11,5 % 11,5 % 11,5 % 11,5 % 11,5 % 11,5
Gelisimsel islev 2689/22088 2689/22088 2689/22088 2689/22088 2689/22088  2689/22088
% 12,2 % 12,2 % 12,2 % 12,2 % 12,2 % 12,2
Cok hiicreli 1714/22088  1714/22088 1714/22088 1714/22088 1714/22088 1714/22088
organizmanin gelisimi % 7,8 % 7,8 % 7,8 % 7,8 % 7,8 % 7,8
Cok hiicreli 1922/22088  1922/22088  1922/22088  1922/22088  1922/22088  1922/22088
organizmanin islevi % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7
Hiicresel islevin 1537/22088  1537/22088  1537/22088 1537/22088 1537/22088  1537/22088
diizenlenmesi % 7,0 % 7,0 % 7,0 % 7,0 % 7,0 % 7,0
Ureme 1237/22088  1237/22088  1237/22088 1237/22088  1237/22088  1237/22088
% 5,6 % 5,6 % 5,6 % 5,6 % 5,6 % 5,6
Ureme gelisimi islevi 1054/22088  1054/22088  1054/22088  1054/22088  1054/22088  1054/22088
% 4,8 % 4,8 % 4,8 % 4,8 % 4,8 % 4,8
Ureme islevi 1214/22088  1214/22088 1214/22088 1214/22088  1214/22088  1214/22088
% 35,5 % 35,5 % 5,5 % 35,5 % 5,5 % 5,5
Kimyasal uyaranlara 2432/22088  2432/22088 1359/22088
yamt % 11,0 % 11,0 % 6,2
Anatomik yapi gelisimi 1523/22088  1523/22088  1523/22088 1523/22088 1523/22088  1523/22088
% 6,9 % 6,9 % 6,9 % 6,9 % 6,9 % 6,9
RNA biyosentez islevi 1924/22088  1924/22088  1924/22088  1924/22088  1924/22088  1924/22088
% 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7
Transkripsiyon 1924/22088  1924/22088  1924/22088  1924/22088  1924/22088  1924/22088
% 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7
Transkripsiyon, 1924/22088  1924/22088  1924/22088  1924/22088  1924/22088  1924/22088
DNA bagh % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7 % 8,7
Biyopolimer 2500/22088 2500/22088 2500/22088 2500/22088  2500/22088  2500/22088
biyosentez islevi % 11,3 % 11,3 % 11,3 % 11,3 % 11,3 % 11,3
Hiicresel biyopolimer 2500/22088 2500/22088 2500/22088 2500/22088  2500/22088  2500/22088
biyosentez islevi % 11,3 % 11,3 % 11,3 % 11,3 % 11,3 % 11,3
Hiicresel makromolekiil 2574/22088 2574/22088 2574/22088  2574/22088  2574/22088  2574/22088
biyosentez islevi % 11,7 % 11,7 % 11,7 % 11,7 % 11,7 % 11,7
Makromolekiil 2574/22088  2574/22088 2574/22088 2574/22088  2574/22088  2574/22088
biyosentez islevi % 11,7 % 11,7 % 11,7 % 11,7 % 11,7 % 11,7
RNA metabolik islev 2452/22088  2452/22088  2452/22088  2452/22088  2452/22088  2452/22088
% 11,1 % 11,1 % 11,1 % 11,1 % 11,1 % 11,1
Biyolojik islevin 1766/22088  1766/22088 1766/22088  1766/22088  1766/22088  1766/22088
diizenlenmesi % 8,0 % 8,0 % 8,0 % 8,0 % 8,0 % 8,0
Hiicresel haberlesme 1329/22088  1329/22088  1329/22088  1329/22088 1329/22088  1329/22088
% 6,0 % 6,0 % 6,0 % 6,0 % 6,0 % 6,0
Hormon uyarilarina 1274/22088  1274/22088  1274/22088 1274/22088  1274/22088
yanit % 5,8 % 5,8 % 5,8 % 5,8 % 5,8
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Sinyal iletimi 116
: imi % 52§22088 3 162/22088  1162/22088 11
Endojenik uyaranlara 13 3 % 5.3 % 5.3 ) 62/22088 1
yamt 59/22088  1359/22088 : % 5.3 62/22088
i % 6,2 % 6.2 (}359/22088 % 5,3
Lignin metabolik islevi 55/22088 55/2’2088 02 1359122088
Hiicresel ami %02 % 0,2 35/22088 55/22088 %62
Tiicresel aminoasit 2= %0,2 % 5522088 55/2208
tiirevlerinin 430/22088  430/22 00,2 % 0,2 %0 8
metabolik islevi % 1,9 % 1.9 088 430/22088 430/22088 002
Fenilpropanoid 288/2 : %19 % 1,9 ;30/22088 430/22088
metabolik islevi 288/22088  288/22088 2 019 % 1.9
Hiicresel ami % 1,3 % 1,3 88/22088  288/22088 7
liicresel aminoasit ve L % 1,3 % 288/22088  288/220
tiirevlerinin 921/22088  921/220 L %13 %1 "
metabolik islevi % 4,2 % 4.2 5 09/21/22088 921/22088  921/220 -
- » 8
Ikincil metabolik i 515/22088 P % 42 % 4,2 8 2122088
islev 515/22088 5 i % 4,2
oo %23 %2 15/22088 515/22088 :
liicresel aromatik 023 %2,3 0 S515/22088  515/22
bilesiklerin 512/22088  512/22 £ %23 %2 o
metabolik islevi %23 %23 088 312/22088 512/22088  512/22 22
Organ gelisimi 869/22088 869;22 o2 23 %23 o 3/1 %/22088
%39 o 088 869/22088 869/2 023
Sistem gelisimi 369/ % 3.9 %39 2088 869/22088 86
gelisimi 9/22088 869/22088 y % 3,9 % 3,9 9/22088
Bivoloii % 3.9 o 869/22088  869/2 92 %39
iyolojik Kaliteni > % 3,9 0 2088  869/220 2
i nin 777/2208 % 3.9 % 88 869/2208
diizenlenmesi 8  777/22088 63,9 % 3,9 8
) %35 777 TTIRN088 17122088 77772 s
Hiicresel gelisim islevi 646/22088  646/22088 - % 3.5 % 3 2088 777/22088
. % 2.9 ¢ 646/22088 646 03.5 %35
ost-embriyonik 2 % 2,9 0 /22088 646/22 /
St- yoni 669/2208 % 2.9 % 088  646/2208
geligim % 3.0 8  669/22088  669/22088 625’9 %29 % 2.9 8
- 03, %3.0 /22088 669/ o
Doku gelisimi 348/22088  348/22088 s % 3,0 % 2/22088 069/22088
Horm % 1,6 % 1,6 348/22088  348/22088 030 % 3,0
ormon uyaranlarma  473/2208 Y % 1,6 % 348/22088  348/2208
hiicresel tepki 02 § 47302058 471322088 47 - %16 %1 i
Hormon aracih 02,1 % 2,1 0 473/22088  473/220 0 .f
. 473/22088 % 2,1 % 2 88  473/22088
sinyallesme %2 473/22088  473/22088 1 % 2,1 %2
Hiicre ici 02,1 %2,1 o 473/22088  473/22 o2l
. 676/22088 % 2,1 % 2 088  473/22088
sinyallesme basamag % 3,1 676/22088  676/22088 02,1 % 2,1 % 2.1
Uyaranlara 02, % 3,1 0 676/22088  676/22 ey
i 1009/2208 % 3,1 o 088  676/2208
hiicresel tepki v 4 8 1009/22088  1009/22088 3,1 % 3,1 %3 i
Anatomik ya 64,6 % 4,6 9 1009/22088  1009/2 03,1
morfozencd 780/22088  780/220 i % 4,6 s R )0 22088
genezi % 3.5 %35 88  780/22088 ’ /0 4,6 % 4,6
Meristem onarimi 58/22088 5[;5/52088 235 ;80/22088 780122088
- % 0,3 o 03 38/22088 58/22088 5;/32’2 %35
Bolgesellesme 3/6%)/22088 161/22088 1/23?/’;208 %23 %0 3088 3/8/22088
o 00,7 8 1 . 00,3
H.flcre farkhlasmasimn ~ 44/22088 % 0,7 % 0,7 "/61/22088 161122088 161/220
diizenlenmesi % 0 44/22088 44722038 00,7 % 0,7 %0 88
Hiicresel islevin 60,2 % 0,2 0 44/22088  44/220 80,7
esel 6622088 % 0.2 %0 88 44/22088
negatif diizenlenmesi 66/22088 6 00,2 % 0,2
) esi_ %03 0 03 € 6/22088 66/22088 6622 % 0,2
Hiicre morfogenezi 363/22088  363/22088 % 0,3 % 0.3 s 3088 66/22088
] % 1,6 vl 363/22088 363/22088 323/’2 %03
Sekil dzellesme siireci 176/22088  176/22088 % L6 % 1,6 % 162088 363/22088
: %08 0 0.8 17622088 176/22088 1762 %L
Cigek gelisimi 261/22088  261/22088 % 038 %08 % 0 82088 176/22088
Bivolotiki % 1.2 N 261/22088 261/ = % 0,8
iyolojik islevin : % 1,2 0 22088 261/22 ’
ojik 161/22088 % 1,2 % 1 088  261/22088
negatif diizenlenmesi % 0,7 (}/61/22088 161/22088 1[:31/’52 %12 %12
. 2 00,7 0 088 16 >
Homeostatik islev 402/22088  402/22088 0.1 % 0,7 % %)/%2088 161/22088
N % 1,8 % 1.8 ;‘02/22088 402/22088 4(())2/’22 % 0.7
Ureme yaps gelisimi ~~ o01/22088 361/22088 i %18 %1.8 085 AR08
% 1,6 3012 36122088 361/22088 3612 %18
Meristem gelisimi 16522088 165/22088 % 1.6 % 1,6 % 1 62088 361/22088
% 0.7 165/22088 1 L % 1,6
X % 0.7 o 65/22088  165/22088 /
00,7 % 0.7 0 165/22088
> % 0,7 0
% 0,7
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Simetri tespiti 7/22088 7/22088 7/22088 7/22088 7/22088 7/22088
% 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0
Uyusma ozelligi 34/22088 34/22088 34/22088 34/22088 34/22088 34/22088
% 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
hMu‘;rrfe‘;if'l‘)‘l’lze;l:n‘l'fr‘::l 37/22088  37/22088  37/22088  37/22088  37/22088  37/22088
. . . % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
bir araya getirilmesi
Fitosteroidlerin 25/22088 25/22088 25/22088 25/22088 25/22088
biyosentez islevi % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1
Fitosteroid 39/22088 39/22088 39/22088 39/22088 39/22088 39/22088
metabolik islevi % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
Polen duvari yapimi 37/22088 37/22088 37/22088 37/22088 37/22088 37/22088
% 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
Steroid biyosentez islevi 45/22088 45/22088 45/22088 45/22088 45/22088 45/22088
% 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
Eksene yakin/uzak 25/22088 25/22088 25/22088 25/22088
uyusma ozelligi % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1
Eksene yakin/uzak 27/22088 27/22088 27/22088
model olusumu % 0,1 % 0,1 % 0,1
Annote edilmemis 254/22088 254/22088 254/22088 254/22088 254/22088 254/22088
% 1,1 % 1,1 % 1,1 % 1,1 % 1,1 % 1,1
Morfogenez ile ilgili 106/22088 106/22088 106/22088 25/22088 106/22088
anatomik yapi olusumu % 0,5 % 0,5 % 0,5 % 0,1 % 0,5
Hiicre duvar: 118/22088 118/22088 118/22088 118/22088
biyogenezi % 0,5 % 0,5 % 0,5 % 0,5
Cicek organ geligimi 75/22088 75/22088 75/22088 75/22088 75/22088 75/22088
% 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3
BitKki tiiriine gore 67/22088 67/22088 67/22088 67/22088 67/22088 67/22088
hiicre duvari biyogenezi % 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3
Post-embriyonik 75/22088 75/22088 75/22088 75/22088 75/22088 75/22088
organ gelisimi % 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,3
Anatomik yapi 25/22088 25/22088 25/22088 780/22088 25/22088 25/22088
homeostazisi % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 3,5 % 0,1 % 0,1
Meristem onarumi 20/22088 20/22088 20/22088 20/22088 20/22088 20/22088
% 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1
Hiicre farklillasmasimn ~ 25/22088 25/22088 25/22088 25/22088 25/22088 25/22088
negatif diizenlenmesi % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1
Gelisimsel islevin 40/22088 40/22088 40/22088 40/22088 40/22088 40/22088
negatif diizenlenmesi % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
Hiicre farklilasmasimn ~ 25/22088 25/22088 25/22088 25/22088 25/22088 25/22088
diizenlenmesi % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1
Kok gelisimi 156/22088 156/22088 156/22088 156/22088 156/22088 156/22088
% 0,7 % 0,7 % 0,7 % 0,7 % 0,7 % 0,7
Kk sistemi geligimi 156/22088 156/22088 156/22088 156/22088 156/22088 156/22088
% 0,7 % 0,7 % 0,7 % 0,7 % 0,7 % 0,7
Kok hiicre gelisimi 23/22088 23/22088 23/22088 23/22088 23/22088 23/22088
% 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1
KoKk hiicre 23/22088 23/22088 23/22088 23/22088 23/22088 23/22088
farkhilasmasi % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1
Kok hiicre olusumu 23/22088 23/22088 23/22088 23/22088 23/22088 23/22088
% 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1
Gelisimsel islevin 89/22088 89/22088 89/22088 89/22088 89/22088 89/22088
diizenlenmesi % 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4
Anatomik yapinin 49/22088 49/22088 49/22088 49/22088 49/22088 49/22088
diizenlenmesi % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
Meristem yap1 49/22088 49/22088 49/22088 49/22088 49/22088 49/22088
organizasyonu % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
Polen gelisimi 85/22088 85/22088 85/22088 85/22088 85/22088 85/22088
% 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4
Gelisimsel siirecin 88/22088 88/22088 88/22088 88/22088 88/22088
diizenlenmesi % 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4
Besinlere karsi 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088
hiicresel tepki % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0
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Dorsa-ventral 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088
sekil olusumu % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0
g:flbﬁ;‘.k?ml;“l’;le“yle 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088
skripstyonun o/ 6 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0
negatif diizenlenmesi
:(” bﬁ“.ka.tab"l‘“er iyle 55088 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088 2/22088
ransxripsiyonun %0,0 %0,0 %0,0 %0,0 %0,0 %0,0
diizenlenmesi
Makromolekiil 381/22088
metabolik islevinin o
\ ¢ % 1,7
diizenlenmesi
Bivosentetik isl 3786/22088 3786/22088 3786/22088  3786/22088
tyosentetikisiev % 17,1 % 17,1 % 17,1 % 17,1
Hi isimi 326/22088 326/22088  326/22088
iicre gelisimi % 1.5 % 1.5 %15
- 444/22088 444/22088  444/22088
Hiicre farkhlagsmasi % 2.0 % 2.0 % 2.0
02, 0 2, 0 2,
Farkllagma ile iliskili 222/22088  222/22088
hiicre morfogenezi % 1,0 % 1,0
Hi 2al 53/22088  53/22088  53/22088  53/22088
uere cogaimasi % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
Hiicresel 3746/22088 3746/22088 3746/22088  3746/22088
biyosentetik islev % 17,0 % 17,0 % 17,0 % 17,0
Hiicresel bilesen 396/22088 396/22088  396/22088
morfogenezi % 1,8 % 1,8 % 1,8
Gen ifadesi 3617/22088  3617/22088  3617/22088
% 16,4 % 16,4 % 16,4
Makromolekiil 9008/22088  9008/22088  9008/22088
metabolik islevi % 40,8 % 40,8 % 40,8
Metabolik is! 15829/22088 15829/22088 15829/22088
ctabolik 15iev % 71,7 % 71,7 % 71,7
Nitrojen bilesiklerinin 4402/22088  4402/22088  4402/22088
metabolik islevi % 19,9 % 19,9 % 19,9
E.‘.‘l'(‘l':(‘)’tli’:zv’e“:.'.‘llj‘e’isl‘(d’ 3768/22088 3768/22088  3768/22088  3768/22088
we wie % 17,1 % 17,1 % 17,1 % 17,1
asitin metabolik islevi
Filum selisimi 164/22088  164/22088  25/22088  164/22088
um gels % 0,7 % 0,7 % 0,1 % 0,7
Heterokronik, gelisimin 33/22088  33/22088  88/22088  33/22088
diizenlenmesi % 0,1 % 0,1 % 0,4 % 0,1
Givde eelisimi 189/22088  189/22088  1162/22088  189/22088
ovde gelisimi % 0,9 % 0,9 % 5,3 % 0,9
Givde sistem gelisimi 189/22088  189/22088 189/22088
gelty % 0,9 % 0,9 % 0,9
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Ek 6. miRNA hedef genlerini iceren 130 KEGG metabolik yolag:

Metabolik yolak HM oM VK YK VT YT

205 p-degeri 205 p-degeri 205 p-degeri 205 p--degeri 205 p-degeri 205 p-degeri
Askorbat ve aldehit metabolizmas1 33 146E-34 33 873E-35 33 465E-34 33 572E32 33 992E32 33 138E-32
Bitki hormonu sinyal iletimi 39 1LI2E-06 39 7,59E-07 41 381E-07 46 167E-07 46 2,74E-07 42 2,16E-06
Brassi oid biy 6 705E06 6 G648E-06 6 854E-06 6 190E05 6 208E-05 6 1,50E-05
Vibrio cholerae enfeksiyonu 300689052 2 0238108 2 0255124 2 030959 2 031636 2 0292607
Metabolik yolaklar 52 00778905 50 0,114787 49 0253701 53 042385 53 047643 52 0354687
Selenyum metabolizmasi 200795101 2 0077523 2 0084209 2 01067 2  0,10961 2  0,099502
Karbohidrat sindirimi ve emilimi 1 0,126629 1  0,124889 1  0,130676 1 0114896 1  0,15122 1 0,143283
Siilfiir metabolizmast 2 0,1276972 2 0,124676 2 0,134814 2 0,16838 2 0,17267 2 0,157726
Siki baglant1 301463954 3 0141909 3 0,157042 3 02084 3 021507 3 0,191932
Lizin degradasyonu 201648472 2 0,161098 2 0173655 2 021476 2 021997 2 0201792
Sfingolipid metabolizmas: 2001776222 2 0,173636 2 0,186979 2 023049 2 023599 2 021679
Z:‘i‘;.‘;i“:}'%anowmwsis) 7 0,1885664 7 0,179351 8 0,112862 8 019486 8 020654 8  0,166955
Protein salimi 202365694 2 0231575 2 0248246 2 030171 2 030836 2  0,285022
Nitrojen metabolizmasi 202664861 2 0261032 2 0279211 2 033702 2 034416 2 0319055
Bitki patojen iligkisi 27 02709061 27 024552 30 0,146375 33 0,19846 33 022618 31 0242452
Toplayici asit salgist 1 0,2709847
Nisasta ve siikroz metabolizmasi 7 02711647 7 0259389 7 0299157 8 0,28668 8 0,30156 7 0,390053
Baz eksizyon onarimi 2 02764678 2 0270869 3 0091965 4 003513 4 003694 4 0030821
Piirin metabolizmast 4 02940316 3 050821 3 0540693 4 041172 4 042369 4 0381602
indol alkaloid biyosentezi 103094669 1 0305698 1 0318184 1 070088 1 070677 1 0344885
f;‘;{'il'{‘a‘:s;;l‘:rt‘:;‘:l‘sferi 103399863 1 0335943 1 0349328 1 039041 1 087566 1 0377851
Zeatin biyosentezi 2034904 2 0342503 2 0364207 2 043163 2 04398 2 0410939
i}f;’zﬁr;’:rfteﬁ?ﬁl 103691631 1 0364877 1 0379055 1 042237 1 042758 1 0409165
Diger glikan parcalanmalart 103915775 1 0387117 1 0401861 1 044674 1 066548 1 0433082
mRNA kesif yolag: 4 04015959 4 0390983 3 0649018 3 073941 3 07493 4 0,501569
g)eiltiecialllrg:-:’eer SIl’ﬁl;J;]'l enfeksiyonunda 1 04024857
Eter lipid metabolizmas: 1 04340562 1 0429301 1 0445001 1 049244 1 049808 1 0478062
NOD benzeri reseptor sinyal yolagi 1 04442063 1 0439387 1 0455294 1 050327 1 050896 1 0488741
Dorsoventral eksen olusumu 1 04541753 1 0449296 1 0,465396 1 0,51386 1 0,51961 1 0,499201
MAPK sinyal yolag: 104541753 1 0449296 1 0465396 1 05138 1 051961 1 0499201
Lizozom 304661194 2 0715179 2 0739749 2 080654 2 081372 2 0,787496
Antijen islenmesi ve sunumu 2 04704863 2 0462865 3 0224893 3 029105 3 029945 3 0270136
Giinliik ritim-bitki 304753381 3 0465694 4 0275571 4 036587 4 037722 4 033747
Mesane kanseri 104830271 1 0477989 1 0494597 1 054432 1 055018 1 0529322
Akut miyeloid lésemi 1 05014133 1 0496286 1 0513177 1 056356 1 056948 1  0,548393
Melanoma 1 05147745 1 0509589 1 0526664 1 057746 1 058341 1  0,56219
:(li‘;‘g:‘r'::‘;:;:eliri“lm“ya“ 1 0519148 1 0513945 1 0531077 1 058199 1 058796 1 0,566695
Glioksilat ve dikarboksilat 105234835 1 0518263 1 0535448 1 058647 1 059245 1 0571154
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Kronik miyeloid losemi 0,5277794 0522542 1 053978 1  0,59091 0,59689 0,575567
l';::‘(:‘t‘e’fl:“f,“‘ik retikulumda 0,535236 05520818 6 0568132 7  0,55049 0,56774 0,663375
Tip II Diabetes mellitus 0,5362561 0,530988 1 0548322 1  0,59964 0,60564 0,584258
Fe epsilon RI sinyal yolag 0,5527578 05547436 1 05564935 1  0,61656 0,62257 0,601112
Hiicre dingiisii-maya 0,5544546 0,542808 6 0222082 6  0,32588 0,33939 0,292461
Erbb sinyal yolag: 0,5607881 0555444 1 0573012 1  0,62474 0,63076 0,609282
Uzun siireli depresyon 0,5647494 0,559395 1 0576995 1  0,62877 0,63479 0,613304
Sitrat dongiisii (TCA) 0,5725654 0567192 1 0584849 1  0,6367 0,64271 0,621226
Endometriyal Kanser 0,576421 0571039 1 0588722 1 06406 0,64661 0,625126
Osteoklast farkhilasmast 0,5951855 05589768 1 0607552 1  0,65949 0,97709 0,644033
Pankreas kanseri 0,6095996 0,604164 1 062199 1 067388 0,67985 0,658474
Renal hiicreli Karsinom 0,6095996 0,604164 1 062199 1 067388 0,67985 0,658474
pogal l‘::“fg‘l‘;]‘;f‘s‘l totoksisite 0,6131226 0607684 1 0,625524 1 067738 0,68334 0.661991
:I;tf;edlslz(:xlﬁznlﬁ::sn 0,6142508 0871944 1 0884387 2  0,70741 0,71582 0.907687
T hiicre reseptirii sinyal yolagi 0,616614 0611173 1 0629019 1 068085 0,6868 0,665473
Laysmanyaz enfeksiyonu 0,6430006 0,63154 5 0477547 5 0,60194 0,61628 0,5648
Kemer baglantilar 0,6434394 0637993 1 0655834 1 070727 0,71314 0,692073
Yag asit metabolizmas: 0,6434394 0637993 1 0655834 1 070727 0,71314 0,692073
VEGF sinyal yolag 0,6434394 0637993 1 0655834 1  0,70727 0,71314 0,692073
Akson yol gostericiligi 0,6466584 0641214 1 0659047 1 071041 0,71627 0,695246
Kolorektal kanser 0,6466584 0641214 2 0289523 2 034867 035597 0330322
Gliyoma (beyin tiimorii) 0,6498485 0644405 1 066223 1 071353 0,71937 0,698387
Sigelloz enfeksiyonu 0,6498485 0,644405 1 066223 1 0771353 0,71937 0,698387
Aminoagil-tRNA biy 0,659248 0653813 1 0671604 3  0,13523 0,14 0,345264
B hiicre reseptirii sinyal yolagi 0,659248 0653813 1 0671604 1 072266 0,72847 0,707617
TGF-B sinyal yolagi 0,659248 0653813 1 0671604 1 072266 0,72847 0,707617
?;‘;ym"mls. yag asitlerinin 0,6653743 0,659946 1 0,677709 1  0,72859 0,73437 0,713613
Kemokin sinyal yolag1 0,671391 0665971 1 0683701 1 07344 0,74014 0,719487
;’E::‘;f::;;’alv;:g's‘l‘“ﬁd 0,6720986 0664221 2 0689899 2  0,76138 0,76924 0,740723
Alzheimer hastahg 0,6741773 0666309 2 0691953 2 0,76327 0,77111 0,742673
Prostat kanseri 0,6773001 067189 1 0,689582 1  0,74008 0,74579 0,725241
Tiroid kanseri 0,685966 0680574 1 06982 1  0,74837 0,75403 0,37846
Ara baglantilar 0,6916143 0686235 1 0703812 1 075375 0,75938 0,739117
PPAR sinyal yolagi 0,6916143 0686235 1 0703812 2 040579 041373 0385745
Gliserolipid metabolizmasi 0,6944004 0,689028 1 0,7564 0,76201 0,389373
Prion hastali 0,6944004 0689028 1 070658 1 07564 0,76201 0,741808
Toll-benzeri reseptor sinyal yolag: 0,7111296 0,700266 5  0,557047 5 0,68008 0,69373 0,644206
Vaskiiler diiz kas kasilmast 0,7234424 0718168 1 0735372 1 078372 0,78911 0,769639
inositol fosfat metabolizmasi 0,7259423 1 0,78605 0,79142

Melanojenez 0,7284196 0723166 1 0740297 1  0,78835 0,7937 0,774368
GnRH sinyal yolag1 0,7357188 0730498 1 0747513 1  0,79511 0,80039 0,781281
Fotosentetik organizmalarda 0,7451483 0739975 1 0756825 1  0,80379 0,80899 0,790172

karbon fiksasyonu
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Fosfatidilinositol sinyal sistemi 1 0,7451483 1 0,80379 1 0,80899

mTOR sinyal yolagi 107497367 1 0,744588 1 0,761352 1 0,80799 1 081314 1 0,794482
Li ve pinen parcal 2 0,75547 2 0,748202 2 0,771728 2 0,83458 2 0,84124 2 0816839
Bisfenol parcalanmasi 2 07570967 2 0,749846 2  0,773313 2 083595 2 084258 2 0818278
Toksoplazmoz enfeksiyonu 4 07693327 4 0,759347 5 0,630185 5 0,74734 5 0,75984 5  0,713992
Porfirin ve klorofil metabolizmasi 1 07714744 1 0,766462 1 0,782759 1 0,82769 1 083261 1 0,814742
Uzun siireli potansiyel artist 1 0,7836041 1 0,77868 1 0,794674 1 0,83853 1 0,84331 1 0,82593

Ei";irsaitglr‘baarn"l;“s:';”calanmm 207862771 2 0779374 2 0801652 2 08601 2 086618 2 0843773
Nerotrofin sinyal yolag: 4 07873068 4 0,777671 5 0,653856 5 0,76813 5 078017 5 0,735881
A-linolenik asit metabolizmasi 10795093 1 0790262 1 0805939 1 0,84869 1 085333 1 0,836446
Fokal adezyon 1 08059746 1 0,801241 1 0816588 1 0,85821 1 0,8627 1 0,846328
Piriivat metabolizmasi 1 08094725 1 0804772 1 0,820007 1 0,86125 1 0,8657 1 0,849489
Aminobenzoat par¢alanmasi 2 08149165 2 0,808431 2 0,829292 2 0,88299 2 0,88848 2 0868154
(l:;s“i’f?lf:"f‘ aracih 108244523 1 0819905 1 0834624 1 087415 1 087837 1 0,862928
Gliserofosfolipid metabolizmasi 1 08276186 1 0823106 1 0837708 1 0,87685 1 088102 1 0865748
ABC tasiyicilari 1 08291804 1 0824685 1 0,839229 3 0,3465 3 0,35582 3 0323164
Safra salgist 1 08367805 1 0,832373 1 0,846622 3 0,36107 3 0,3706 30337171
Apoptozis 3 08368086 3 0829429 4 0,696125 4 0,79387 4 0,8041 4 0,766406
Glutatyon metabolizmasi 1 0,8426176

Kizamik hastalig 3 0,8606268 3 0,853849 4 0,732681 4 0,8246 4 083401 4 0799127
Fc gama R-aracih fagositoz 1 08651945 1 0861164 1 0874151 2 0,68649 2 0,69506 1  0,89862
()karyotlarda ribozom biyogenezi 2 08743612 2 0,869043 2 0,886006 2 0,92755 2 0,93161 2 0916409
Oksidatif fosforilasyon 1 0,8758105 1 0,45211

MAPK sinyal yolag: 1 08834885 1 0879748 1 0891772 1 0,92277 109259 1 0914176
Ubikuitin aracili proteoliz 2 0,8880384 2 0883059 3 0,740983 4 0,64685 4 0,65937 4 0,614233
Zit:;’:r':)"ligsydiarﬂhe?ta""id ve 209032014 2 0898634 2 0913122 2 094748 2 095073 2 0,938443
Kanser yolaklar 1 09038016 1 0900433 2 0,693995 2 0,76515 2 0,77296 3 0,49465

Peroksizom 109176322 1 0914553 1 0924393 1 0,94891 1095135 1 0942246
Pentoz ve glukuronat doniisiimii 109191233 1 0916078 1 0925809 2 0,79849 2 0,80581 2 0779118
Pirimidin metabolizmasi 1 0,935644 1 0,96192 1 0,96392 1 0956432
insiilin sinyal yolag 109412694 1 093877 1 0946712 1 0,96585 1 0,9677 1 0960754
Hiicre dongiisii 1 09557814 1 0953707 3 0,620283 3 0,7127 3072294 3 0,685828
Oosit mayozu 1 09557814 1 0953707 1 0960268 1 0,97565 1 039536 1 097162
Mikrobiyal metabolizma 5 09623292 5 0958776 5  0,969552 7 0,93646 5 0,99032 7 0918303
Splaysozom 2 09862985 2 0985162 2 098863 2 0,99521 2 0,9957 2 099371

Tastyic1 RNA 109965278 1 0996226 1 0,95632 2 0988216
ikincil metabolitlerin biyosentezi 11 0,9998375 11  0,999789 11 0,999913 13 0,99996 11 1 13 0,999899
Temel transkripsiyon faktorleri 4 0,06234 4 0,06536

DNA replikasyonu 2 0320329 3 0,14758 3 0,1527 3 0,135053
Endositoz 1 0,93853 5 0,15081 4 0273059
Glikoliz/glikoneojenez 2 0,70966 2 0,687762
Homolog rekombinasyon 1 0,685627
inositol alkaloid biyosentezi 1 0,35668 1 0,36134
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MAPK sinyal yolagi-maya

0,685627

Mayoz-maya 2 0,620558 0,69594 0,70444 0,673804
Yanhs eslesme tamiri 1 0,556706 0,23838 0,24402 0,224328
Niikleotid eksizyon tamiri 0,87139 0,860049
Otofajinin diizenlenmesi 0,8059 0,81108
RNA parcalanmasi 0,87364 0,87938 0,96849
Valin, 16sin ve isolésin biyosentezi 0,51908 0,52484
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