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Ozet: Meyveler genel olarak Angiospermlerin ayirt edici ozelligidir. Meyveler cok farkli form ve
sekillerde meydana gelebilirler. Ayrica meyveler, insanlar i¢in mineraller, vitaminler, lifler ve
antioksidanlar saglayarak tamamlayici diyetin 6nemli bir kismimi olustururlar. Meyvelerin olgunlagmast
¢ok karigik bir siirectir ve gelisimsel siire¢le oldukca koordineli bir sekilde meydana gelir. Olgunlagsma
islemi, perikarp katmanlarinin kademeli olarak yumusamas: ve/veya odunlagmasi, sekerlerin, asitlerin,
pigmentlerin biriktirilmesi ve ugucu bilesiklerin agiga ¢ikmasi gibi olaylart kontrol eden binlerce gen
tarafindan  diizenlenir. Meyve olgunlagsmasinin ardindaki genetik ve molekiiler mekanizmay1
derinlemesine anlamak meyve iiretimi ve kalitesinin gelismesi agisindan kilit bir éneme sahiptir. Bu
baglamda son zamanlarda meyve gelisimi ve olgunlagsmasi {izerinde rol oynayan mikroRNA’lar
(miRNA), transkripsiyon faktorleri (TF), uzun kodlanmayan RNA’lar (Inc RNA), gibi genetik aktorler
hizla kesfedilmektedir. Ayrica giiniimiizde etkili genom diizenleyici bir teknik olan diizenli araliklarla
boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR-Cas9) sistemi ve epigenetik yaklagimlar da meyve
gelisiminde rol oynayan molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi igin kullanilmaktadir.

Anahtar kelimeler: CRISPR/cas9, INCRNA, Meyve olgunlagmasi, miRNA, Transkripsiyon faktorii
Gene Regulatory Actors Involved in Fruit Development and Ripening

Abstract: Fruits are a distinctive features for Angiosperms. They may occur in many different form and
shape. Furthermore, fruits are a rich source of supplementary diet, providing various nutrition such as
vitamins, minerals, fibers and antioxidants for human. The maturation of fruits is very complex and
highly coordinated with developmental process. Maturation process is regulated by thousands of genes
controlling events such as gradual softening, or/and lignification of pericarp layers, accumulation of
sugars, acids and pigments, releasing of volatile compounds. Gaining a better and deeper understanding
of the mechanism behind fruit maturation plays a key role for fruit production and improvement of
quality. In this context, a number of genetic actors regulating fruit development and maturation such as
microRNA's, transcription factors and long non-coding RNAs (IncRNAs) have been discovered.
Nowadays, Clustered regularly-interspaced short palindromic repeats (CRISPR-Cas9) which is very
effective genom regulatory technique and epigenetic approach are used to determine the molecular
mechanisms involved in fruit development.

Keywords: CRISPR/cas9, INcCRNA, Fruit ripening, miRNA, Transcription factors
Giris

Meyveler genel olarak Angiospermlerin dnemli bir ayirt edici 6zelligi olarak bilinmektedir. Meyveler ¢ok
farkli form ve sekillerde meydana gelebilmektedir (Eriksson ve ark. 2000). Buna bagh olarak da
meyvelerin gelismesi ve olgunlagmasinin molekiiler genetik siire¢leri olduk¢a karmagik bir sekilde
meydana gelmektedir. Ozellikle etli meyvelerde olgunlagsma, hayvanlarin ilgisini ¢ceken ve tohumlarin
dagilmasini kolaylastiran sulu, yumusak ve lezzetli perikarp tabakasinin olusumuyla sonuglanmaktadir
(Giovannoni 2001). Yumugamaya ilaveten bitkilerde lezzeti artiran sekerlerde, asitlerde, pigmentlerde ve
ucucu bilesik miktarlarinda artig gdzlemlenir. Ayrica meyveler, insanlar i¢in mineraller, vitaminler, lifler
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ve antioksidanlar saglayarak tamamlayici diyetin énemli bir kismini olustururlar. Tarimsal agidan da;
meyvenin besinsel degerleri, tadi, islenme kalitesi ve raf dmrii meyvenin kalitesini belirler.

Meyve olgunlasmasi, tohum olgunlagsmasiyla es zamanli meydana gelen oldukca koordineli ve karigik bir
stirectir. Olgunlagma siireci, perikarp katmanlarinin kademeli olarak yumusamasi ve/veya odunlagmasi,
sekerlerin, asitlerin, pigmentlerin biriktirilmesi ve ugucu bilesiklerin agiga ¢ikmasi gibi olaylar1 kontrol
eden binlerce gen tarafindan diizenlenir. Olgunlagma siireci boyunca bitkide meydana gelen degisiklikleri,
renk (yesil rengin kaybolmasi ve tiir ile ¢eside bagli olarak degisen fotosentetik olmayan pigmentlerde
meydana gelen artis), sertlik (Hiicre duvarinin pargalanmast ve kiitikula yapisinda meydana gelen
degisimler sonucu yumusamanin gozlemlenmesi), tat (seker miktarinda artis ve organik asit miktarinda
azalma) ve lezzet (bitkiye 0zgli aromayi olusturan ugucu bilesiklerin iiretimi) seklinde siralamak
miimkiindiir. Ancak bitkide meydana gelen bu organik madde birikiminden sorumlu gen aktdrlerinin gogu
bilinmemektedir. Dolayis1 ile meyve olgunlagsmasinin ardindaki molekiiler mekanizmay: derinlemesine
anlamak zirai {iriin gelistirme agisindan kilit bir dneme sahiptir. S6z gelimi domates bitkisinde, olgunluga
gecis siirecini bloke eden mutasyonlar, etilenin ve olgunlagmanin kontroliinde yer alan etilenle ilgili rol
oynayan molekiiler aglar a¢iga c¢ikarilmistir. Ancak simdiye degin yapilmis c¢aligmalar ile diger bitki
hormonlarinin molekiiler fizyoloji anlamindaki rolii heniliz tam olarak ortaya ¢ikarilmamistir. Bu
molekiiler fizyoloji agmin anlasilmasi i¢in, meyve olgunlagsmasimin altinda yatan mekanizmayi tam
anlamiyla kavramamiza yardimci olan/olacak, transkriptom (Alba ve ark. 2005; Vriezen ve ark. 2008;
Matas ve ark. 2011; Rohrmann ve ark. 2011), proteom (Lee ve ark. 2004; Rose ve ark. 2004; Saravanan
ve Rose 2004), ve metabolom (Fait ve ark. 2008; Lombardo ve ark. 2011) gibi yiiksek hacimli derin
molekiiler seviyede yapilmis/yapilacak c¢alismalar, canlinin detayli olarak fenotipik 6zelliklerinin ortaya
cikarilmasini saglayan analitik yontemlerdir (Carrari ve ark. 2006; Deluc ve ark. 2007; Grimplet ve ark.
2007; Enfissi ve ark. 2010; Zamboni ve ark. 2010; Osorio ve ark. 2011, 2012; Rohrmann ve ark. 2011;
Lee ve ark. 2012; Pan ve ark. 2010). Bu baglamda son yillarda klimakterik ve klimakterik olmayan
meyvelerde olgunlagsma siirecinde rol alan molekiiler mekanizmayi; transkripsiyonel, biyokimyasal,
hormonal ve metabolit seviyesinde anlamaya yonelik ¢calismalar hiz kazanmistir. Bdylece meyve gelisimi
ile ilgili genetik diizenleyici elementlerin de netlestirilmesi, meyve olgunlagsmasinin tam anlamiyla
anlagilmasi i¢in kilit dneme sahiptir.

Meyve Gelisimi ve Olgunlasmasinda Rol Oynayan Transkripsiyon Faktérleri

Okaryotlarda, genlerin regiilasyonunda ya da transkripsiyonunda etkili olan diizenleyiciler olarak bilinen
transkripsiyon faktorleri (TF), DNA {izerinde belli bir diziye baglanabilen proteinlerdir. Cevreden
kaynaklanan ¢esitli etkenlere kars1 hiicre siirekli sinyal iiretir (Transkripsiyon), bu siiregte RN A polimeraz
dogrudan promotdre baglanmak yerine transkripsiyonu 6zgiin olarak baslatacak olan degisik proteinler
(transkripsiyon faktorleri) aracilign ile baglanir. TF’leri, RNA polimeraz tarafindan bir genin
transkripsiyonunu ya (bir aktivator olarak) kolaylastirirlar ya da (bir represor olarak) engellerler (Latcman
1997). Transkripsiyon reaksiyonu {iizerindeki etkisinden dolayr diizenleyici rolii oldugu bilinen tim
proteinler, regiilator protein olarak tanimlanmaktadir. Ayrica, bazi kaynaklarda regiilatdr proteinlerin yap1
ve fonksiyonlarimin birlikte ele alinmasindan 6tiirii regiilator proteinler oldukga karigik bir siniflandirma
olusturmaktadir (Karaoglu 2012). Genel olarak trans-etkili faktorler, transkripsiyon siirecinde cis-etkili
bolgeler olarak tanimlanan regiilator bolgeleriyle etkilesim kuran proteinler olarak bilinir.

Giliniimiize kadar ki belirlenen ve meyve gelisimini etkileyen transkripsiyon faktorleri genel olarak
mutantlarla ve akabinde de Arabidopsis ve Antirrhinum’da gen klonlama ¢alismalari ile tanimlanmustr.
AGAMOUS ve SQUAMOSA MADS-box genleri gibi, klasik ¢igek homeotik genleri karpel dahil ¢igek
organlarmin olusumu i¢in gerekli molekiiler belirtecleri sunmaktadir, ancak bu genler etki agisindan
meyveye 0zgii degillerdir.

Onceki baz1 calismalarda, cesitli MADS-box transkripsiyon faktorlerinin doku farklilasmasi ve meyve
catlamasinda etkisinin oldugu bulunmustur. Kuru ve etli meyveler arasinda goze carpan anatomik
farkliliklara ragmen, daha sonra yapilan ¢aligmalar ilk olarak Arabidopsis model bitkisinde karakterize
edilen MADS-box genlerinin ¢esitli ortologlarinin olgunlagsma siirecindeki etkisini ortaya koymustur
(Pnueli ve ark. 1994; Itkin ve ark. 2009; Vrebalov ve ark. 2009; Giménez ve ark. 2010; Bemer ve ark.
2012). S6z konusu meyve gelisiminde rol alan diizenleyici mekanizmalarin bir kismu, etli meyvelerin
evrimsel siire¢leri boyunca korunmustur (Smaczniak ve ark. 2012; Seymour ve ark. 2013).
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TF’lerin etki ettigi ve olgunlasma fenomeninin anlasilmasina yardimci olan 6nemli gelismelerden bazilar
monogenik domates mutantlarimin kullanilarak (olgunlagsmay: inhibe eden (rip), olgunlagmayan (nor),
renksiz-olgunlagmayan (cnr), yesil-olgun (Gr), yesil meyve kabugu (gf ), yogun pigment 1 (hpl), yogun
pigment 2 (hp2) ve asla olgunlagmayan (Nr)) ilgili genlerin karakterize edilmesi saglanmigtir (Lanahan ve
ark. 1994; Mustilli ve ark. 1999; Vrebalov ve ark. 2002; Liu ve ark. 2004; Barry ve Giovannoni 2006;
Manning ve ark. 2006; Barry ve ark. 2008).

Bitkide rin proteinleri SEPALLATA smifina ait kismen silinmis proteinleri kodlarken cnr ise SPB
(SQUAMOSA promoter binding) proteinlerinin promotdr metilasyonunu degistiren bir tiir epigenetik
degisikligi tetiklemektedir (Hileman ve ark. 2006) (Sekil 1). Meyve gelisiminde etkisi olan bir diger TF
olan Nor, NAC-domain transkripsiyon faktor ailesinin bir iiyesidir (Giovannoni 2007). Nor ve rin
mutantlarimin gelismeleri ve olgunlagmalar1 siirecinde yapilan transkriptom, metabolom ve hedef
metabolit analizlerinin kombine edildigi son g¢aligmalar ile, etilenin diizenledigi downstream genlerin
ekspresyonu hakkinda dolayisi ile meyve gelisim ve olgunlasma fenomeni hakkinda yeni bilgiler
edinmede yardimer olmustur (Osorio ve ark. 2011). Bu bilgiler nor ve rin' in meyve olgunlagma siirecinde
kademeli olarak birlikte hareket ettikleri kabul edilmektedir (Giovannoni ve ark. 1995; Thompson ve ark.
1999). Ayn1 zamanda nor’un meyve olgunlagsmasiyla ilgili gen ekspresyonunda nir'e goére daha genis bir
etkiye sahip oldugu bulunmustur. Son zamanlarda kromatin immiinopresipitasyonu ve transkriptom
analizlerine dayali kombine yaklagimlar da kullanilarak rin'in 200°den fazla genin promotor bolgesiyle
etkilesim i¢inde oldugu bildirilmistir. Ayrica rin’in hedef genleri olan cnr ve nor’un olgunlagma siirecinin
temel diizenleyicileri oldugu bildirilmistir (Martel ve ark. 2011).

Daha 6nce biberde yapilmis bir ¢alismada, meyve olgunlagmasi i¢in énemli bir hormon olan etilen ile
ilgili genlerin ifadelerinde belirgin bir farklilik oldugu bulunmustur. Daha dnce domateste tanimlanan
durumdan farkli olarak, etilen biyosentez genleri olan; Aminosiklopropan-1-karboksilik asit sentetaz ve
Aminosiklopropan-1-karboksilik asit oksidaz genlerinin biberde uyarilmadigi bulunmustur. Ancak hiicre
duvar1 ile alakali genler, etilen yanit faktorii 3 ve karotenoid biyosentez genleri gibi etilenin
algilanmasinda rol alan downstream genler biberde meyve olgunlasma siireci boyunca upstream olarak
diizenlenirler (Osorio ve ark. 2012). Cilek bitkisinde de SEPALLATA geninin (SEP1/2; MADS-box)
meyvenin normal gelisme ve olgunlasma siireci i¢in gerekli oldugu belirlenmistir (Seymour ve ark. 2011).
Benzer sekilde klimakterik meyve olarak siniflandirilan muz bitkisinde de, MADS-boxSEP3 geninde
olgunlagmayla ilgili yiiksek bir ifade gosterdigi bulunmustur (Elitzur ve ark. 2010). Ayrica elmada da
MADS 2 gen ekspresyonunun meyve sertligiyle ilgili oldugu bulunmusken (Cevik ve ark. 2010), yaban
mersininde ise antosiyanin biyosentezinin regiilasyonunda rol oynadigi belirlenmistir (Jaakola ve ark.
2010).

TF’lerin belirlenmesi i¢in son yillarda yaygin bir sekilde, RNA-dizilimi (RNA-seq) tekniginin
kullanilmasi ile ¢esitli meyvelerin (Vitis vinifera (Zenoni ve ark. 2010), Citrus sinensis (Yu ve ark. 2012),
Siraitia grosvenorii (Tang ve ark. 2011), Rubus coreanus (Hyun ve ark. 2014), Pyrus pyrifolia (Liu ve
ark. 2012), Mangifera indica (Wu ve ark. 2014) ve Lyciumruthenicum, (Zeng ve ark. 2014)) olgunlasmasi
ve geligmesi sirasinda rol alan diizenleyici mekanizma ve gen ifade karmasikliginin genis anlamda
¢ozildigl belirlenmistir. Bu ylizden RNA-Seq metodu, bitki hormonlariyla ilgili genleri ve
transkripsiyon faktorlerini tanimlamada kullanilabilir bir metot olarak gériilmiistiir. Meyve gelisimine etki
eden hormon i¢i ve hormonlar arasi etkilesimin TFs tarafindan diizenlendigi bulunmustur (Kumar ve ark.
2014) Son yapilan ¢aligmalar MADSTF’iin hiicre duvari metabolizmasi, etilen biyosentezi ve
sinyalizasyonu ile karotenoid biyosentezi dahil 200'den fazla genin promotdrii ile etkilesim i¢inde oldugu
ortaya konulmustur (Martel ve ark. 2011) (Sekil 1) Giberellik asit (GA3) uygulamasinin akabinde yapilan
54 MADS-box geninin ekspresyon analizi ile bu genlerin GA3 uygulamasina tepkileri ortaya konulmustur
(Wang ve ark. 2015). Ayrica Pamuk bitkisi protoplastindaki hiicre duvarmin rejenerasyonu sirasinda
gorev alan cesitli familya (NAC, MYB, WRKY ve zinc-finger) proteinlerini iceren TF’lerin etkisi agiga
cikarilmigtir (Yang ve ark. 2008). Ayrica MYB ve bHLH transkripsiyon faktorlerinin flavonoid
biyosentezinde yer alan yapisal genleri regiile ettigi gorlilmiistiir (Lea ve ark. 2007). Ancak TFs'nin
meyve gelisimindeki roliinii netlestirmek i¢in daha c¢ok global molekiiler tekniklere, fonksiyonel,
fizyolojik ve agronomi ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Aroma

Yaglanma (Senesens)
Sekil 1. Domates bitkisinde meyve olgunlasmasinda rol oynayan genetik elementlerin: Transkripsiyon
faktorlerinin, epigenetik ve senesense kadarki siireg ile iligkisini degerlendiren/gosteren yollar
(Gapper ve ark., 2013’ten degistirilmistir).

Meyve gelisimi ve olgunlagsmasi ile ilgili Arabidopsis'te EIN3 benzeri bir transkripsiyon faktori ve
domateste EIN3 benzeri dort genden (EIL1, EIL2, EIL3 ve EIL4) olusan bir familya bulunmaktadir.
Domatesteki EIL1, EIL2, EIL3 ve EIL4 genlerinin antisens baskilanmasi etilen hassasiyetini azaltmistir
(Sekil 1). Domateste bu genlerin fonksiyonel caligmalar sonucu asir1 ifade olduklari da goriilmiistiir
(Tieman ve ark. 2001). EIN2'de oldugu gibi, EIN3 i¢inde de bir protein doniisim mekanizmasi
bulunmaktadir. Ayrica SIEBF1/SIEBF2 homologlarinin baskilanmasi temel etilen yanitlariyla (response)
sonu¢lanmistir. Bu durum etilen sinyalizasyonunun LeEIL proteinlerinin stabilizasyonu ile aktive
oldugunu gostermektedir (Yang ve ark. 2010). Onceki calismalar sonucunda RIN-MADS ve CNR-SPL'ye
ilaveten, farkli genetik yaklagimlar ile olgunlasmayla ilgili birka¢ tane transkripsiyonel diizenleyici
tammlanmigtir. Bu baglamda Lin ve ark. (2008) yaptiklari ¢aligmada meyvelerde agir1 ifade olan ACC
oksidaz geninin (LeACO1) promotor bolgesine baglanan HD-ziphomeobox proteinini (LeHB1)
tanimlamiglardir. LeHB1 proteinin susturulmasi ile azalan LeACO1 transkript birikimiyle orantili olarak
meyve olgunlagsmasinda bir gecikmeye yol agmistir. Domateste LeACO1 antisens susturmasinin asagida
belirtildigi gibi olgunlagsmanin yavaslamasina ve meyvedeki etilen miktarinin azalmasina neden oldugu
bulunmustur (Hamilton ve ark. 1990; Picton ve ark. 1993). Boylece LeHB1 promotdr baglama suretiyle
LeACO1 genini olumlu yonde regiile ettigi bulunmustur. Ancak daha 6nceki ¢aligmalar, RIN-MADS'in
ACO1 promotériine baglandigin1 kanitlamamiglardir, fakat RIN-MADS'in LeHB1 genine ait upstream
dizisiyle etkilesim iginde oldugu gosterilmistir (Martel ve ark. 2011). Bu sonuglar, LeHB1-ACO1
genlerinin domates olgunlagmasi siirecinde rol aldigin1 gostermektedir.

Daha once yapilan bazi transkriptom c¢aligmalart sonucunda farkli transkripsiyon faktorleri de
tanimlanmigtir. Domateste AGAMOUS-benzeri 1 (TAGL1) meyve olgunlagmayla ilgisi olan MADS-box
benzeri bir transkripsiyon faktorii oldugu belirlenmistir. Olgunlagsmanin indiiksiyonuna ilaveten, TAGL1
karpel gelismesinin erken safhalarinda ifade olunmaktadir. Ayni zamanda TAGL1 transkripsiyon
faktoriiniin RNA susturmasi ¢aligmalarinda olgunlagmanin inhibisyonuna ve daha az hiicre tabakasindan
dolay1 karpel kalinliginin azalmasina yol agtigi bulunmugtur (Itkin ve ark. 2009; Vrebalov ve ark. 2009;
Pan ve ark. 2010). Kisaca ifade edilirse, epigenom, meyvenin olgunluga gegcisini etkilemektedir. Su ana
kadarki yapilmig ¢aligmalar ile; senesens ve olgunlagmanin genetik kontroliine ilaveten, bu siireglerin en
azindan kismi olarak epigenomdan etkilendigini gosteren kanitlar mevcuttur (Sekil 1).

Kodlama Yapmayan RNA larin Meyve Gelisimi ve Olgunlasmasindaki Etkileri MikroRNA 'nin etkisi

MikroRNA'lar kodlama yapmayan diizenleyici kiigiik RNA'larin bir simifidir. Yaklagik olarak 20-24
niikleotitten olusurlar. Kii¢ciik RNA'lar gen translasyonunu baskilayarak ya da mRNA'lar1 degrade ederek
transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel seviyede gen ekspresyonuna aracilik ederler (Cuperus ve ark.
2011). MikroRNA (miRNA)'lar degisik biyolojik mekanizmalarda olduk¢a 6nemli fonksiyonlara sahiptir.
miRNA'lar 6zel hedef genlerine etki ederek bitkide biyotik stres, sinyal iletimi, metabolizma ve protein
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degradasyonu gibi biyolojik mekanizmalarda olduk¢a 6nemli gorevler iistlenmektedir. RNA interferans
(RNALI), canli hiicreler i¢inde yer alan ve hangi genlerin proteine translasyon olacagini belirleyen ve
kontrol eden transkripsiyon sonrast gen susturma mekanizmasidir. Bu mekanizma dogal bir islem olup,
canli organizmadaki biyolojik fonksiyonu, hem viriis kalitim materyali ve transpozonlar gibi hareketli
genetik elementlere karsi genomu korumak hem de dkaryotik organizmalarin gelisimsel programlarinin
fonksiyonu i¢in 6nemli olan transkripsiyon sonrasi gen susturma ile gen regiildisyonunda 6nemli rol
oynamaktadir (Giindogdu 2009).

Ayrica gesitli bitki tiirlerinde miRNA fonksiyonunu anlamaya yonelik 6nemli gelismeler kaydedilmistir.
Daha onceki g¢alismalar miRNA'larin gelisme, sinyalizasyon, abiyotik stres ve simbiyotik iligkilerin
diizenlenmesi gibi ¢esitli metabolik ve biyolojik siiregte rol oynadiklarini géstermistir (Debat ve Ducasse
2014). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda miRNA'larin meyve gelisimi ve olgunlagsmasinda ¢ok 6nemli
roller iistlendigi bulunmustur (Moxon ve ark. 2008, Karlova ve ark. 2013, Gao ve ark. 2015). Ornegin
deneysel olarak AtMIR156b Onciisiiniin asir1 ekspresyonu sonucu domates bitkisinde anormal yapidaki
cicekler olusmustur (Silva ve ark. 2014) (Sekil 2). Bu durumun sebebi olarak ise AtMIR156b oncii
maddesinin meristemin devamliligi ve yeni organlarin olusumuyla ilgili genlerin ekspresyonunu
etkilemesidir. MiR156/157 ve miR172 bilinen olgunlasma diizenleyicileri CNR ve SIAP2a'y1 modiile
ederek (ayarlayarak) domates olgunlasma siirecini etkileyebilirler (Karlova ve ark. 2013) (Sekil 2).
Yiiksek ¢iktili dizileme teknolojilerindeki gelismeler sayesinde farkli bitki tiirlerinden binlerce miRNA
tanimlanmig ve miRBase21.0 veri tabanina kaydedilmistir (Kozomora ve Griffiths-Jones 2014).

fmiR2111 miR6022
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miR156/137 miR171
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=
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Meyve pigmentasyonu\Karotenoid biyosentezi

Sekil 2. Meyve gelisimi, kalitesi ve pigmentlerin biyosentezi ile iligkili miRNA’lar ve hedefledikleri
genler (Zeng ve ark., 2015'ten degistirilmistir)

Muz bitkisinde de, biyoinformatik metotlar kullanilarak diger tiirlerde bilinen miRNA'larla 'Pahang' A
genom dizisine dayali benzerlikler oldugu goriilmiistir (D’Hont ve ark. 2012; Chai ve ark. 2015).
Sonrasinda triploid ve yenebilir muz yapraklarindan 180 tane pre-miRNAs ve 314 tane olgun miRNAs
tanimlanmigtir (Wen ve ark. 2014). Ancak, muzda olgunlagsmayla yakindan ilgisi bulunan ¢ok sayida
miRNA hala bilinmemektedir. Muzda bilinmeyen miRNA'larin, tamimlamak i¢in kisa RNA dizilerinin
miRBase veri tabanindan elde edilen olgun bitki miRNA'lar1 {izerine haritalanmasi sonucunda, toplamda
bilinen 125 miRNA tanimlanmistir. Mevcut ¢aligmada 29 tane korunmus RNA familyas: tespit edilmistir.
miR156, miR159, miR166, miR171, miR172, miR396 familyalar1 9 iiyeli gruplarla en genis sekilde
temsil edilmistir. Bu gruplar1 sirasiyla 7 ve 6 iiyeye sahip miR167 ve miR319 familyalar takip etmektedir
(Bi ve ark. 2015).

Daha 6nce muzda yapilan ¢aligmada 13 miRNA familyasina iiye olan miR5538’in de icinde oldugu
toplam 32 potansiyel miRNA tamimlanmig ve biyoinformatik metotlar kullanilarak gegerlilikleri
onaylanmustir. Sonug olarak muz bitkisinde yapilmis bu galisma ile farkli sekilde ifade olan miRNA hedef
genlerinin gene ontoloji (gen atiflandirma) analizleri, bazt miRNA hedef genlerinin olgunlasmayla
yakindan ilgisi oldugunu ortaya koymustur. Sayisal analizler ve deneysel dogrulamalar kombine
edildiginde, bu calismada bulunan miRNA’lar muzda olgunlasma siirecinde yer alan fonksiyonel
analizleri i¢in degerli bilgiler saglamistir. Domates meyvesinde de benzer olarak, miR156, miR166 ve
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miR171, familyalar1 arasinda yiiksek bir ifade farkliligi oldugu goriilmiistiir. Meyve gelisimi ve
olgunlagsmasinda rol oynayan énemli miRNA’larin ¢ok sayida TF genlerini hedefledikleri bulunmustur.
Bu baglamda; miR156 ve miR157 familyalarina ait miRNA {iyelerinin, squamosa promoter-binding-like
protein (SPLs) TF’sini hedefledikleri bulunmustur (Gandikota ve ark 2007; Wang ve ark 2009). miR172
familyasina ait tiyelerin de, ¢igek homeotik protein APETALA 2 (AP2) TF’sini hedefledigi bulunmustur.
MYB TF’nin de miR858 ailesine ait iiyeler tarafindan hedeflendikleri belirlenmistir (Aukerman ve Sakai
2003). Daha 6nceki ¢aligmalar FaMYB1 geninin ektopik ekspresyonu sonucunda tiitiinde antosiyanin ve
flavonol birikimini baskiladig1 belirlenmistir (Aharoni ve ark. 2000). miR159 ve miR319 familyasina ait
miRNA iyelerinin hedefledikleri transkripsiyon faktorleri genel olarak GAMY genleridir. GAMYB
transkripsiyon faktor familyas1 anterde c¢icek gelisimini etkilemektedir (Tsuji ve ark. 2006).
Arabidopsis’te miR169 ailesine ait miRNA {iyelerinin Y alt iinitesi olan A-9 TF’ni hedefledigi
bulunmustur (Sorin ve ark 2014).

Daha 6nce yapilmig bir bagka calisgmada mac-miR160a ve mac-miR160b miRNA’larin potansiyel olarak,
ARF17, ARF18 ve ARF22 TF’lerini hedefledikleri bulunmustur. Ayrica miR395 familyasina ait bireylerin
meyve gelisimindeki rolii ¢ok iyi bilinen ETHYLENE INSENSITIVE 3 (EIN3) genlerini hedefleyerek
regiile ettigi bulunmustur (Kumar ve ark. 2014). miR160 familyasindaki bireylerin de 26S proteazumun
onemli bir bileseni olan E3 ubiquitin ligaz genini hedefledigi belirlenmistir.

Uzun kodlama yapmayan RNA (IncRNA) larin etkisi

Yakin zamanda saygin bir dergide yayimlanan bir ¢aligmada arastirmacilar, uzun, kodlama yapmayan bir
RNA (IncRNA) molekiiliiniin Arabidopsis thaliana bitkisinde hedef genin transkriptini taklit etmek
suretiyle, fosfat homeostazisinde gorevli bir miRNA'y1 regule ettigini bulmuslardir. Buna goére IPS1
(Induced by Phosphate Starvationl), hedef mRNAda 9-11 araliginda yanlis eslesmeden kaynaklanan
kiiciik bir ilmikle ath-miR399’a baglanmasina ragmen miRNA tarafindan kesilememis, ve hatta bu
eslesme miR399’un gercek hedefi olan PHO2 transkriptlerine baglanmasini engellemis/yavaslatmistir.
miRNA aktivitesinin engellendigi bu mekanizmaya “hedef taklidi (targetmimicry-TM)” adi verilmistir.
Endojen TM (eTM) mekanizmasiyla miRNA aktivitesinin dogal olarak diizenlenmesinin anlasilmasiyla
birlikte yapay miRNA regiilasyonu adina bitkilerde ve hayvanlarda miRNA ¢aligmalarina giiglii bir arag
kazandirilmigtir. Yapay TM’lerin dizayn edilmesiyle transgenik bitkilerle yapilan ¢aligmalarda da bu
iligskiyi destekleyen sonuglar elde edilmistir (Wu ve ark. 2013).

Bunlarin yani sira genomu tamamen dizilenmis Arabidopsis, Oryza sativa ve Glycine max bitkilerinde
genom diizeyinde korunmus miRNAlar1 diizenleyen aday eTM’ler biyoinformatik yontemlerle
bulunmustur (Meng ve ark. 2012, Wu ve ark. 2013, Ye ve ark. 2014). Wu ve ark. (2013) yaptiklar bir
agir1 ifade caligmast ile eTM’lerin miR160 ve miR166 fonksiyonlari {izerine etkisi ve dolayisiyla bitki
gelisimindeki rolii tespit edilmistir.

Inc-RNA’nin meyve olgunlagmasindaki roliinii anlamak i¢in daha 6nce yapilmis bir ¢alismada: Yabani tip
domates ile rin mutanti olan domates kiyaslandiginda, bir¢ok IncRNA’nin olduk¢a farkli ekspresyon
gosterdigi bulunmusgtur. Dahasi, yabani domates mutantinin meyvesinde bulunan bazi intergenik IncRNA
(IncRNA1459 ve IncRNA1840) ekspresyonlarinin negatif yonde bir regiilasyon gostererek meyve
olgunlagmasinda belirgin bir gecikmeye sebep oldugu gorilmistiir. Elde dilen sonuglarin, domates meyve
olgunlagsmasinin diizenlenmesinde IncRNA’larin ¢ok énemli rolii oldugu goriisiini desteklemektedir (Zhu
ve ark. 2015).

Domates bitkisinde IncRNA1459 ve IncRNA1840'n virlis kaynakli gen susturmasi (VIGS) sonucunda
meyve olgunlagsmasinda gecikmeye neden oldugu tespit edilmistir (Zhu ve ark. 2015). Capping RNA,
RNA'nin bir¢ok niiklear ve sitoplazmik proteinle etkilesimlerinde kilit 6neme sahiptir ve RNA
stabilitesinde, baglanmasinda, niikleositoplazmik taginiminda ve translasyonun baslangicinda kilit dneme
sahiptir (Topisirovic ve ark. 2011). Ayrica, RNA poliadenilasyonu; niiklear taginim, translasyon ve RNAs
stabilitesi i¢in ¢ok 6nemlidir (Elkon ve ark. 2013). Bu baglamda, Incrnal840 ve Incrnal459 RNA’larinin
u¢ yapi analizleri bunlarin 5' bag kismi ve 3' kuyruk kismina sahip polll bagimli transkriptler olabilecegini
gostermistir. Bu yiizden mevcut ¢alisma, IncRNA’larin meyve olgunlagsmasinin diizenlenmesinde 6nemli
bir gen diizenleyici aktor oldugu tespit edilmistir.

CRISPR/Cas9 mekanizmasimin meyve gelisimi ve olgunlasmasi iizerindeki etkisi
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Son zamanlarda genom diizenleme metotlariyla ilgili gelismeler, bitkilerde farkli genetik tabanli
caligmalarin yapilmasint miimkiin kilmigtir. Belirli genom kisimlarinda ¢ift zincir kirilmalarini
indiiklemek igin c¢esitli sistemler: Zinc finger niikleazlar1 kullanan sistemler (Kim ve ark. 1996),
Transkripsiyon aktivator- benzeri efektor niikleazlar (TALENS) (Christian ve ark. 2010) ve CRISPR/Cas9
(the clustered regularly interspaced short palindromic repeat) baglantili 9 endoniikleaz sistemleri (Jinek
ve ark. 2012) gelistirilmistir. CRISPR/cas9 mekanizmasi ile meydana bu tiir kirilmalarin bolgesel
yonlendirilmis mutasyonlar1 indiikleme olasiliklar1 yiiksektir. Tasarlanan endoniikleaz sistemleri arasinda
CRISPR/Cas9 sistemi diger sistemlere gore daha kolay uygulanabilir, bu durumun sebebi ise sistemin
deneysel dizaymnin basitligi ve spesifikliginin yiliksek olmasidir (Jinek ve ark. 2012). Bu sistemden
bitkileri de igeren ¢esitli organizmalardaki mutagenez agisindan faydalamilmaktadir (Li ve ark. 2013;
Brooks ve ark. 2014). Ancak meyve gelisimi ve olgunlagmasi ile ilgili olarak da, CRISPR/Cas9
sisteminin domates RIN genindeki mutasyonlar etkili bir sekilde indiikledigi belirlenmistir. Bu amag i¢in,
incelenen ii¢ tane rehber gRNA (guide RNA) RIN proteinlerinin yapisini veya birikimin etkileyen
mutasyonlari indiiklemistir. Béylece, CRISPR/Cas9 sistemi ile domates RIN geninin farkli bir mutantini
olusturmak i¢in uygulandig1 ¢aligma sonucunda RIN geninin domates meyve gelisimine ait molekiiler
stirecine etki ettigi bulunmustur. Bu ¢alismanin sonucu olarak, CRISPR/Cas9 sistemi ile mutasyona
ugrayan rin geni bitkide ifade olunmaz ve bu durumda meyve olgunlasmada problem yasar kirmiziya
doniismez, aksine rin geninde mutasyon yapamayan rehber RNA’lar meyvede rin geninin toplanmasini
ve meyvenin rengini kirmiziya doniismesini saglar (Ito ve ark. 2015). Benzer sekilde CRISPR/Cas9
sisteminin piring bitkisinde hiicre boliinmesinin ilk safhalarinda oldukga etkili oldugu bulunmustur. S6z
konusu g¢alismada CRISPR/Cas9 uygulamasindan sonra tipik dizi modifikasyonuna sahip biallelik
mutasyonlarin siklikla meydana geldigi goriilmiistiir (Zhang ve ark. 2014).

Sonug¢

Olgunlagsma siirecinde yer alan farkli siirecler arasindaki sinerji ve diizenlenme mekanizmasi hala tam
olarak bilinmemektedir. Ancak simdiye kadarki ¢alismalar ile, meyve gelismesi ve olgunlagmasi ile ilgili
¢ok sayida transkripsiyon faktorleri, mikroRNA’lar, uzun kodlama yapmayan RNA’lar ve CRISPR/cas9
sistemi ile bazi genlerin aktivitesi ortaya konulmus durumdadir. Ancak meyve gelisme ve olgunlagsma
mekanizmanin daha da anlasilmasi i¢in gelecekte daha gelismis ve global diizeyde olacak sekilde
genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik yaklagimlar kullanilarak meyve gelisme ve
olgunlagsmanin genetik mekanizmasi daha da anlagilir hale gelecektir.

Kaynaklar

Aharoni A, De Vos C, Wein M, Sun Z, Greco R, Kroon A, Mol JN, O'Connell AP (2001). The strawberry
FaMYBL1 transcription factor suppresses anthocyanin and flavonol accumulation in transgenic
tobacco. The Plant Journal, 28(3), 319-332.

Alba R, Payton P, Fei Z, McQuinn R, Debbie P, Martin GB, Tanksley SD, Giovannoni JJ (2005).
Transcriptome and selected metabolite analyses reveal multiple points of ethylene control during
tomato fruit development. The Plant Cell, 17(11), 2954-2965.

Aukerman MJ, Sakai H (2003). Regulation of flowering time and floral organ identity by a microRNA
and its APETALA2-like target genes. The Plant Cell, 15 (11), 2730-2741.

Barry CS, Giovannoni JJ (2006). Ripening in the tomato Green-ripe mutant is inhibited by ectopic
expression of a protein that disrupts ethylene signaling. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 103(20), 7923-7928.

Barry CS, McQuinn RP, Chung MY, Besuden A, Giovannoni JJ (2008). Amino acid substitutions in
homologs of the STAY-GREEN protein are responsible for the green-flesh and chlorophyll
retainer mutations of tomato and pepper. Plant Physiology, 147(1), 179-187.

Bemer M, Karlova R, Ballester AR, Tikunov YM, Bovy AG, Wolters-Arts M, de Barros Rossetto P,
Angenent GC, de Maagd RA (2012). The tomato FRUITFULL homologs TDR4/FUL1 and
MBP7/FUL2 regulate ethylene-independent aspects of fruit ripening. The Plant Cell, 24(11),
4437-4451.

Bi F, Meng X, Ma C, Yi G (2015). Identification of miRNAs involved in fruit ripening in Cavendish
bananas by deep sequencing. BMC genomics, 16(1): 1.

294


../../../DOCUME~1/user/LOCALS~1/Temp/5000186203-5000351946-1-CE.doc#_ENREF_4
../../../DOCUME~1/user/LOCALS~1/Temp/5000186203-5000351946-1-CE.doc#_ENREF_2
../../../DOCUME~1/user/LOCALS~1/Temp/5000186203-5000351946-1-CE.doc#_ENREF_3
../../../DOCUME~1/user/LOCALS~1/Temp/5000186203-5000351946-1-CE.doc#_ENREF_3
../../../DOCUME~1/user/LOCALS~1/Temp/5000186203-5000351946-1-CE.doc#_ENREF_2
../../../DOCUME~1/user/LOCALS~1/Temp/5000186203-5000351946-1-CE.doc#_ENREF_5
../../../DOCUME~1/user/LOCALS~1/Temp/5000186203-5000351946-1-CE.doc#_ENREF_1
../../../DOCUME~1/user/LOCALS~1/Temp/5000186203-5000351946-1-CE.doc#_ENREF_6

Brooks C, Nekrasov V, Lippman ZB, Van Eck J (2014). Efficient gene editing in tomato in the first
generation using the clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-
associated9 system. Plant physiology, 166(3), 1292-1297.

Carrari F, Baxter C, Usadel B, Urbanczyk-Wochniak E, Zanor MI, Nunes-Nesi A, Nikiforova V, Centero
D, Ratzka A, Pauly M (2006). Integrated analysis of metabolite and transcript levels reveals the
metabolic shifts that underlie tomato fruit development and highlight regulatory aspects of
metabolic network behavior. Plant Physiology, 142(4), 1380-1396.

Cevik V, Ryder CD, Popovich A, Manning K, King GJ, Seymour GB (2010). A FRUITFULL-like gene
is associated with genetic variation for fruit flesh firmness in apple (Malus domestica Borkh.).
Tree Genetics & Genomes, 6(2), 271-279.

Chai J, Feng R, Shi H, Ren M, Zhang Y, Wang J (2015). Bioinformatic identification and expression
analysis of banana MicroRNASs and their targets. PloS one, 10(4), e0123083.

Christian M, Cermak T, Doyle EL, Schmidt C, Zhang F, Hummel A, Bogdanove AJ, Voytas DF (2010).
Targeting DNA double-strand breaks with TAL effector nucleases. Genetics, 186(2), 757-761.

Cuperus JT, Fahlgren N, Carrington JC (2011). Evolution and functional diversification of MIRNA
genes. The Plant Cell, 23(2), 431-442.

D’Hont A, Denoeud F, Aury JM, Baurens FC, Carreel F, Garsmeur O, Noel B, Bocs S, Droc G, Rouard
M (2012). The banana (Musa acuminata) genome and the evolution of monocotyledonous
plants. Nature, 488(7410), 213-217.

Debat HJ, Ducasse DA (2014). Plant microRNAs: recent advances and future challenges. Plant Molecular
Biology Reporter, 32(6), 1257-1269.

Deluc LG, Grimplet J, Wheatley MD, Tillett RL, Quilici DR, Osborne C, Schooley DA, Schlauch KA,
Cushman JC, Cramer GR (2007). Transcriptomic and metabolite analyses of Cabernet
Sauvignon grape berry development. BMC genomics, 8(429), 5-42.

Elitzur T, Vrebalov J, Giovannoni JJ, Goldschmidt EE, Friedman H (2010). The regulation of MADS-box
gene expression during ripening of banana and their regulatory interaction with ethylene. Journal
of experimental botany, 61(5), 1523-1535.

Elkon R, Ugalde AP, Agami R (2013). Alternative cleavage and polyadenylation: extent, regulation and
function. Nature Reviews Genetics, 14(7), 496-506.

Enfissi EM, Barneche F, Ahmed I, Lichtlé C, Gerrish C, McQuinn RP, Giovannoni JJ, Lopez-Juez E,
Bowler C, Bramley PM (2010). Integrative transcript and metabolite analysis of nutritionally
enhanced DE-ETIOLATED1 downregulated tomato fruit. The Plant Cell, 22(4), 1190-1215.

Fait A, Hanhineva K, Beleggia R, Dai N, Rogachev I, Nikiforova VJ, Fernie AR, Aharoni A (2008).
Reconfiguration of the achene and receptacle metabolic networks during strawberry fruit
development. Plant physiology, 148(2), 730-750.

Gandikota M, Birkenbihl RP, Héhmann S, Cardon GH, Saedler H, Huijser P (2007). The miRNA156/157
recognition element in the 3’ UTR of the Arabidopsis SBP box gene SPL3 prevents early
flowering by translational inhibition in seedlings. The Plant Journal, 49(4), 683-693.

Gao C, Ju Z, Cao D, Zhai B, Qin G, Zhu H, Fu D, Luo Y, Zhu B (2015). MicroRNA profiling analysis
throughout tomato fruit development and ripening reveals potential regulatory role of RIN on
microRNAs accumulation. Plant biotechnology journal, 13(3), 370-382.

Gapper NE, McQuinn RP, Giovannoni JJ (2013) Molecular and genetic regulation of fruit ripening. Plant
Molecular Biology, 82 (6), 575-591.

Giménez E, Pineda B, Capel J, Anton MT, Atarés A, Pérez-Martin F, Garcia-Sogo B, Angosto T, Moreno
V, Lozano R (2010). Functional analysis of the Arlequin mutant corroborates the essential role
of the Arlequin/TAGL1 gene during reproductive development of tomato. PLoS One, 5(12),
e14427.

Giovannoni JJ, Noensie EN, Ruezinsky DM, Lu X, Tracy SL, Ganal MW, Martin GB, Pillen K, Albert K,
Tankslev SD (1995). Molecular genetic analysis of theripening-inhibitor andnon-ripening loci of
tomato: A first step in genetic map-based cloning of fruit ripening genes. Molecular and General
Genetics, 248(2), 195-206.

Giovannoni J (2001). Molecular biology of fruit maturation and ripening. Annual review of plant biology,
52(1): 725-749.

Giovannoni JJ (2007). Fruit ripening mutants yield insights into ripening control. Current opinion in plant
biology, 10(3), 283-289.

Grimplet J, Deluc LG, Tillett RL, Wheatley MD, Schlauch KA, Cramer GR, Cushman JC (2007). Tissue-
specific mMRNA expression profiling in grape berry tissues. BMC genomics, 8 (187), DOI:
10.1186/1471-2164-8-187, 1-23.

295



B. INAL, K. OZRENK, S. ALTINTAS

Guo H, Ecker JR (2003). Plant responses to ethylene gas are mediated by SCF EBF1/EBF2-dependent
proteolysis of EIN3 transcription factor. Cell, 115(6): 667-677.

Guo HS, Xie Q, Fei JF, Chua NH (2005). MicroRNA directs mRNA cleavage of the transcription factor
NACL1 to downregulate auxin signals for Arabidopsis lateral root development. The Plant Cell,
17(5), 1376-1386.

Gutierrez L, Bussell JD, Pacurar DI, Schwambach J, Pacurar M, Bellini C (2009). Phenotypic plasticity of
adventitious rooting in Arabidopsis is controlled by complex regulation of AUXIN RESPONSE
FACTOR transcripts and microRNA abundance. The Plant Cell, 21(10), 3119-3132.

Giindogdu R CV. RNA Interferans (RNAi) (2009). Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi,
25(1-2), 34-47.

Hamilton A, Lycett G, Grierson D (1990). Antisense gene that inhibits synthesis of the hormone ethylene
in transgenic plants. Nature, 346, 284 - 287.

Hileman LC, Sundstrom JF, Litt A, Chen M, Shumba T, Irish VF (2006). Molecular and phylogenetic
analyses of the MADS-box gene family in tomato. Molecular Biology and Evolution, 23(11),
2245-2258.

Hyun TK, Lee S, Rim Y, Kumar R, Han X, Lee SY, Lee CH, Kim JY (2014). De-novo RNA sequencing
and metabolite profiling to identify genes involved in anthocyanin biosynthesis in Korean black
raspberry (Rubus coreanus Miqguel). PloS one, 9(2), e88292.

Itkin M, Seybold H, Breitel D, Rogachev I, Meir S, Aharoni A (2009). TOMATO AGAMOUS-LIKE 1 is
a component of the fruit ripening regulatory network. The Plant Journal, 60(6), 1081-1095.

Ito Y, Nishizawa-Yokoi A, Endo M, Mikami M, Toki S (2015). CRISPR/Cas9-mediated mutagenesis of
the RIN locus that regulates tomato fruit ripening. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 467 (1), 76-82.

Jaakola L., Poole M, Jones MO, Kamariinen-Karppinen T, Koskiméki JJ, Hohtola A, Higgman H, Fraser
PD, Manning K, King GJ (2010). A SQUAMOSA MADS box gene involved in the regulation of
anthocyanin accumulation in bilberry fruits. Plant Physiology, 153(4), 1619-1629.

Jinek M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna JA, Charpentier E (2012). A programmable dual-
RNA-—guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science, 337(6096), 816-821.

Karlova R, van Haarst JC, Maliepaard C, van de Geest H, Bovy AG, Lammers M, Angenent GC, de
Maagd RA (2013). Identification of microRNA targets in tomato fruit development using high-
throughput sequencing and degradome analysis. Journal of experimental botany, 64(7), 1863-
1878.

Karoglu Z (2012). Karpuzda (Citrullus lanatus L.) izole edilmis erf transkripsiyon faktor genlerinin
karakterizasyonu: SDU Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 2(1), 27-32.

Kim YG, Cha J, Chandrasegaran S (1996). Hybrid restriction enzymes: zinc finger fusions to Fok |
cleavage domain. Proceedings of the National Academy of Sciences, 93(3), 1156-1160.
Kozomara A, Griffiths-Jones S (2014) miRBase: annotating high confidence microRNAs using deep

sequencing data. Nucleic acids research, 42 (D1), D68-D73

Kumar R, Khurana A, Sharma AK (2014). Role of plant hormones and their interplay in development and
ripening of fleshy fruits. Journal of experimental botany, 65(16), 4561-4575.

Lanahan MB, Yen HC, Giovannoni JJ, Klee HJ (1994). The never ripe mutation blocks ethylene
perception in tomato. The Plant Cell, 6(4), 521-530.

Latchman DS (1997). Transcription factors: an overview. The international journal of biochemistry & cell
biology;29(12), 1305-12.

Lea US, Slimestad R, Smedvig P, Lillo C (2007). Nitrogen deficiency enhances expression of specific
MYB and bHLH transcription factors and accumulation of end products in the flavonoid
pathway. Planta, 225(5), 1245-1253.

Lee SJ, S SaravananR, Damasceno CM, Yamane H, Kim BD, Rose JK (2004). Digging deeper into the
plant cell wall proteome. Plant physiology and Biochemistry, 42(12), 979-988.

Lee JM, Joung JG, McQuinn R, Chung MY, Fei Z, Tieman D, Klee H, Giovannoni J (2012). Combined
transcriptome, genetic diversity and metabolite profiling in tomato fruit reveals that the ethylene
response factor SIERF6 plays an important role in ripening and carotenoid accumulation. The
Plant Journal, 70(2), 191-204.

Li JF, Norville JE, Aach J, McCormack M, Zhang D, Bush J, Church GM, Sheen J (2013). Multiplex and
homologous recombination-mediated genome editing in Arabidopsis and Nicotiana benthamiana
using guide RNA and Cas9. Nature biotechnology, 31(8), 688-691.

Lin Z, Arciga-Reyes L, Zhong S, Alexander L, Hackett R, Wilson I, Grierson D (2008). SITPR1, a
tomato tetratricopeptide repeat protein, interacts with the ethylene receptors NR and LeETRI,

296



modulating ethylene and auxin responses and development. Journal of Experimental Botany,
59(15), 4271-4287.

Liu Y, Roof S, Ye Z, Barry C, van Tuinen A, Vrebalov J, Bowler C, Giovannoni J (2004). Manipulation
of light signal transduction as a means of modifying fruit nutritional quality in tomato.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 101(26),
9897-9902.

Liu G, Li W, Zheng P, Xu T, Chen L, Liu D, Hussain S, Teng Y (2012). Transcriptomic analysis of
‘Suli’pear (Pyrus pyrifolia white pear group) buds during the dormancy by RNA-Seq. BMC
genomics, 13, 700 .

Lombardo VA, Osorio S, Borsani J, Lauxmann MA, Bustamante CA, Budde CO, Andreo CS, Lara MV,
Fernie AR, Drincovich MF (2011). Metabolic profiling during peach fruit development and
ripening reveals the metabolic networks that underpin each developmental stage. Plant
Physiology, 157(4),1696-1710.

Manning K, Tér M, Poole M, Hong Y, Thompson AJ, King GJ, Giovannoni JJ, Seymour GB (2006). A
naturally occurring epigenetic mutation in a gene encoding an SBP-box transcription factor
inhibits tomato fruit ripening. Nature genetics, 38(8), 948-952.

Martel C, Vrebalov J, Tafelmeyer P, Giovannoni JJ (2011). The tomato MADS-box transcription factor
RIPENING INHIBITOR interacts with promoters involved in numerous ripening processes in a
COLORLESS NONRIPENING-dependent manner. Plant Physiology, 157(3), 1568-1579.

Matas AJ, Yeats TH, Buda GJ, Zheng Y, Chatterjee S, Tohge T, Ponnala L, Adato A, Aharoni A, Stark R
(2011). Tissue-and cell-type specific transcriptome profiling of expanding tomato fruit provides
insights into metabolic and regulatory specialization and cuticle formation. The Plant Cell,
23(11), 3893-3910.

McMurchie, E, McGlasson W, Eaks | (1972). Treatment of fruit with propylene gives information about
the biogenesis of ethylene. Nature, 237, 235-236.

Meng Y, Shao C, Wang H, Jin Y (2012). Targetmimics: an embeddedlayer of microRNA-involved gene
regulatory networks in plants, BMC Genomics, 13,197. doi:10.1186/1471-2164-13-197.

Moxon S, Jing R, Szittya G, Schwach F, Pilcher RLR, Moulton V, Dalmay T (2008). Deep sequencing of
tomato short RNAs identifies microRNAs targeting genes involved in fruit ripening. Genome
research, 18(10), 1602-1609.

Mustilli AC, Fenzi F, Ciliento R, Alfano F, Bowler C (1999). Phenotype of the tomato high pigment-2
mutant is caused by a mutation in the tomato homolog of DEETIOLATEDL. The Plant Cell,
11(2), 145-157.

Osorio S, Alba R, Damasceno CM, Lopez-Casado G, Lohse M, Zanor MI, Tohge T, Usadel B, Rose JK,
Fei Z (2011). Systems biology of tomato fruit development: combined transcript, protein, and
metabolite analysis of tomato transcription factor (nor, rin) and ethylene receptor (Nr) mutants
reveals novel regulatory interactions. Plant Physiology, 157(1), 405-425.

Osorio S, Alba R, Nikoloski Z, Kochevenko A, Fernie AR, Giovannoni JJ (2012). Integrative
comparative analyses of transcript and metabolite profiles from pepper and tomato ripening and
development stages uncovers species-specific patterns of network regulatory behavior. Plant
Physiology, 159(4), 1713-1729.

Pan IL, McQuinn R, Giovannoni JJ, Irish VF (2010). Functional diversification of AGAMOUS lineage
genes in regulating tomato flower and fruit development. Journal of experimental botany, June;
61(6), 1795-1806.

Picton S, Barton SL, Bouzayen M, Hamilton AJ, Grierson D (1993). Altered fruit ripening and leaf
senescence in tomatoes expressing an antisense ethylene-forming enzyme transgene. The Plant
Journal, 3(3), 469-481.

Pnueli L, Hareven D, Rounsley SD, Yanofsky MF, Lifschitz E (1994). Isolation of the tomato
AGAMOUS gene TAG1 and analysis of its homeotic role in transgenic plants. The Plant Cell,
6(2), 163-173.

Potuschak T, Lechner E, Parmentier Y, Yanagisawa S, Grava S, Koncz C, Genschik P (2003). EIN3-
dependent regulation of plant ethylene hormone signaling by two Arabidopsis F box proteins:
EBF1 and EBF2. Cell, 115(6), 679-689.

Rohrmann J, Tohge T, Alba R, Osorio S, Caldana C, McQuinn R, Arvidsson S, van der Merwe MJ,
Riafio-Pachon DM, Mueller-Roeber B (2011). Combined transcription factor profiling,
microarray analysis and metabolite profiling reveals the transcriptional control of metabolic
shifts occurring during tomato fruit development. The Plant Journal, 68(6), 999-1013.

297



B. INAL, K. OZRENK, S. ALTINTAS

Rose JK, Bashir S, Giovannoni JJ, Jahn MM, Saravanan RS (2004). Tackling the plant proteome:
practical approaches, hurdles and experimental tools. The plant journal, 39(5), 715-733.
Saravanan RS, Rose JK (2004). A critical evaluation of sample extraction techniques for enhanced

proteomic analysis of recalcitrant plant tissues. Proteomics, 4(9), 2522-2532.

Seymour GB, Ryder CD, Cevik V, Hammond JP, Popovich A, King GJ, Vrebalov J, Giovannoni JJ,
Manning K (2011). A SEPALLATA gene is involved in the development and ripening of
strawberry (Fragariax ananassa Duch.) fruit, a non-climacteric tissue*. Journal of experimental
botany, 62(3), 1179-1188.

Seymour GB, @stergaard L, Chapman NH, Knapp S, Martin C (2013). Fruit development and ripening.
Annual review of plant biology, 64, 219-241.

Silva EM, Silva Azevedo M, Guivin MAC, Ramiro DA, Figueiredo CR, Carrer H, Peres LEP, Nogueira
FTS (2014). microRNA156-targeted SPL/SBP box transcription factors regulate tomato ovary
and fruit development. The Plant Journal, 78(4), 604-618.

Smaczniak C, Immink RG, Angenent GC, Kaufmann K (2012). Developmental and evolutionary
diversity of plant MADS-domain factors: insights from recent studies. Development, 139(17),
3081-3098.

Sorin C, Declerck M, Christ A, Blein T, Ma L, Lelandais-Briere C (2014). A miR169 isoform regulates
specific NF-YA targets and root architecture in Arabidopsis. New Phytol, 202(4), 1197-211.

Tang Q, Ma X, Mo C, Wilson IW, Song C, Zhao H, Yang Y, Fu W, Qiu D (2011). An efficient approach
to finding Siraitia grosvenorii triterpene biosynthetic genes by RNA-seq and digital gene
expression analysis. BMC genomics, 12(1), 343.

Thompson AJ, Tor M, Barry CS, Vrebalov J, Orfila C, Jarvis MC, Giovannoni JJ, Grierson D, Seymour
GB (1999). Molecular and genetic characterization of a novel pleiotropic tomato-ripening
mutant. Plant Physiology, 120(2), 383-390.

Tieman DM, Ciardi JA, Taylor MG, Klee HJ (2001). Members of the tomato LeEIL (EIN3-like) gene
family are functionally redundant and regulate ethylene responses throughout plant development.
The Plant Journal, 26(1), 47-58.

Topisirovic I, Svitkin YV, Sonenberg N, Shatkin AJ (2011). Cap and cap-binding proteins in the control
of gene expression. Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA, 2(2), 277-298.

Tsuji H, Aya K, Ueguchi-Tanaka M, Shimada Y, Nakazono M, Watanabe R, Nishizawa NK, Gomi K,
Shimada A, Kitano H (2006). GAMYB controls different sets of genes and is differentially
regulated by microRNA in aleurone cells and anthers. The Plant Journal, 47(3), 427-444.

Vaughn MW, Tanurdzi¢ M, Lippman Z, Jiang H, Carrasquillo R, Rabinowicz PD, Dedhia N, McCombie
WR, Agier N, Bulski A (2007). Epigenetic natural variation in Arabidopsis thaliana. PLoS Biol,
5(7), el74.

Vrebalov J, Ruezinsky D, Padmanabhan V, White R, Medrano D, Drake R, Schuch W, Giovannoni J
(2002). A MADS-box gene necessary for fruit ripening at the tomato ripening-inhibitor (rin)
locus. Science, 296(5566), 343-346.

Vrebalov J, Pan IL, Arroyo AJM, McQuinn R, Chung M, Poole M, Rose J, Seymour G, Grandillo S,
Giovannoni J (2009). Fleshy fruit expansion and ripening are regulated by the tomato
SHATTERPROOF gene TAGL1. The Plant Cell, 21(10), 3041-3062.

Vriezen WH, Feron R, Maretto F, Keijman J, Mariani C (2008). Changes in tomato ovary transcriptome
demonstrate complex hormonal regulation of fruit set. New Phytologist, 177(1), 60-76.

Wang JW, Czech B, Weigel D (2009). miR156-regulated SPL transcription factors define an endogenous
flowering pathway in Arabidopsis thaliana. Cell, 138(4), 738-749.

Wang L, Yin X, Cheng C, Wang H, Guo R, Xu X, Zhao J, Zheng Y, Wang X (2015). Evolutionary and
expression analysis of a MADS-box gene superfamily involved in ovule development of seeded
and seedless grapevines. Molecular Genetics and Genomics, 290(3), 825-846.

Wen JZ, Liao JY, Zheng LL, Xu H, Yang JH, Guan DG, Zhang SM, Zhou H, Qu LH (2014). A contig-
based strategy for the genome-wide discovery of microRNAs without complete genome
resources. PloS one, 9(2), e88179.

Wu HJ, Wang ZM, Wang M, Wang XJ (2013). Wide spread long non coding RNAs as endogenous target
mimics for micro RNAs in plant. PlantPhysiol, 161, (4), 1875-1884.

Wu Hx, Jia H, Ma X, Wang S, Yao Q, Xu W, Zhou Y, Gao Z, Zhan R (2014). Transcriptome and
proteomic analysis of mango (Mangifera indica Linn) fruits. Journal of proteomics, 105, 19-30.

Yang X, TuL, Zhu L, Fu L, Min L, Zhang X (2008). Expression profile analysis of genes involved in cell
wall regeneration during protoplast culture in cotton by suppression subtractive hybridization
and macroarray. Journal of experimental botany, 59(13), 3661-3674.

298



Yang Y, Wu Y, Pirrello J, Regad F, Bouzayen M, Deng W, Li Z (2010). Silencing SI-EBF1 and SI-EBF2
expression causes constitutive ethylene response phenotype, accelerated plant senescence, and
fruit ripening in tomato. Journal of experimental botany, 61(3), 697-708.

Ye CY, Xu H, Shen E, Liu Y, Wang Y, Shen Y, Qiu J, Zhu Q H, Fan L (2014). Genome-wide
identification of non-codingRNAs interacted with microRNAs in soybean. Front PlantSci, 5:743,
d0i:10.3389/fpls.2014.00743.

Yu K, Xu Q, Da X, Guo F, Ding Y, Deng X (2012). Transcriptome changes during fruit development and
ripening of sweet orange (Citrus sinensis). BMC genomics, 13(10), DOI: 10.1186/1471-2164-
13-10.

Zamboni A, Di Carli M, Guzzo F, Stocchero M, Zenoni S, Ferrarini A, Tononi P, Toffali K, Desiderio A,
Lilley KS (2010). Identification of putative stage-specific grapevine berry biomarkers and omics
data integration into networks. Plant Physiology, 154(3), 1439-1459.

Zhang X, Yazaki J, Sundaresan A, Cokus S, Chan S WL, Chen H, Henderson IR, Shinn P, Pellegrini M,
Jacobsen S (2006). "Genome-wide high-resolution mapping and functional analysis of DNA
methylation in Arabidopsis. Cell, 126(6), 1189-1201.

Zhu B, Yang Y, Li R, Fu D, Wen L, Luo Y, Zhu H (2015). RNA sequencing and functional analysis
implicate the regulatory role of long non-coding RNAs in tomato fruit ripening. Journal of
experimental botany, 66 (15), 4483-4495.

Zeng S, Wu M, Zou C, Liu X, Shen X, Hayward A, Liu C, Wang Y (2014). Comparative analysis of
anthocyanin biosynthesis during fruit development in two Lycium species. Physiologia
plantarum, 150(4), 505-516.

Zeng S, Liu Y, Pan L, Hayward A, Wang Y (2015). Identification and characterization of miRNAs in
ripening fruit of Lycium barbarum L. using high-throughput sequencing. Frontiers in plant
science, 6:778. doi: 10.3389/fpls.2015.00778.

Zenoni S, Ferrarini A, Giacomelli E, Xumerle L, Fasoli M, Malerba G, Bellin D, Pezzotti M, Delledonne
M (2010). Characterization of transcriptional complexity during berry development in Vitis
vinifera using RNA-Seq. Plant physiology, 152(4), 1787-1795.

299



