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Ozet: Bitkilerdeki miR482 aile iiyeleri genelde 22 niikleotid uzunlugunda diger mikroRNA (miRNA) ailelerinden daha
degisken ve sira dis1 dizilere sahiptir. Calismalar miR482’nin hastalik direnciyle iliskili niikleotit-baglayici 16since zengin
tekrarli (Nucleotide binding-site leucine-rich repeat, NB-LRR) genlerle ilgili oldugunu géstermektedir. Bitki genomlarinda
kodlanmis ¢esitli NB-LRR’ler birgok patojen tanimayi saglayan bir gesit bagisiklik sistemidir. NB-LRR proteinleri normal
patojenlere karsi efektor-tetikleme bagisiklikligr ile iligkilidir. Bitkide temelden gelen bagisiklik reseptorleri tanilayici
reseptor yapilart (Pattern recoginition receptor, PRR) ve direng (Resistance, R) proteinleridir. R genlerinin ¢cogu NB-LRR
etki ile hiicrede bagisiklik proteinlerini kodlarlar. miR482, miR1448, simiR2118 ve ath-miR472 hastalik direnci ile iliskili
miRNA’lardir. Yapilan bazi ¢alismalarda ise miR482’nin miR1448 homologu oldugu bildirilmis ve filogenetik analizler
miR482’nin tandem duplikasyon iiriinii miR1448 olabilecegini gostermektedir. Evrimsel siiregte bu miRNA’lar aymi
transkripti hedeflemislerdir. miR482 izoformlarinin baskilanmasi bitkiyi patojene karsi hassaslastirirken miR482’nin soyada
nodiilasyon olusumunda ve mikorizalarin ¢aligma prensibinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Giderek artan kanitlar
miRNA482’nin patojen saldirisinda hastalik direnci tepkilerinde kritik roller oynadigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: miR482 ailesi, NB-LRR, R geni, nodiilasyon

miR482 and Its Isoforms in Plants

Abstract: In plants, miR482 family members are generally 22-nucleotide long, distinguishing from other microRNA
(miRNA) families by their extraordinary and diverse sequence structures. Studies showed that miRNA482 is related to NB-
LRR (Nucleotide binding-site leucine-rich repeat) genes conferring resistance to disease in plants. There are different coded
NB-LRR genes which are considered as the part immune response assisting the recognition of pathogens in plant genomes.
NB-LRR proteins are mostly related to effector — triggering immune system against pathogens. The main immune receptors
in plants are PRR (Pattern recoginition receptor) and R (Resistance) proteins. R proteins code for immune system proteins
by NB-LRR activity. miR482, miR1448, slmiR2118 and ath-miR472 are disease resistance related miRNAs. In several
studies, miR482 was found to be a homolog of miR1448 and phylogenetic analyses showed that miR1448 is formed by
tandem duplication of miR482. While suppression of miR482 results in plant susceptibility to pathogens, miR482 was
considered to play role in nodulation and mycorrhizal processes of soya roots. Increasing evidences exhibit that miR482 is
critical in disease resistance against pathogen attacks.

Keywords: miR482 family, NB-LRR, R gene, nodulation

1. Giris islenmis transkript gelistirme, bitki savunma ve

o W D , epigenetik degisiklikler gibi biyolojik siireclerin
B}tklde'kuguk Ribontikleikasit (RNA)’lar ~21-24  gi37ep1enmesinde Snemli rol oynarlar. Bitkilerde
niikleotid uzunlugundadir. Bu kisa RNA’lar, kiiciik RNA’lar mikroRNA (miRNA) dahil olmak
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tizere siRNA’lar (Small interfering RNAs),
phasiRNA’lar ~ (Phased, secondary, small
interfering RNAs) ve NAT-siRNA (Natural
antisense transcript small interfering RNAs) gibi
bir¢ok ana grupta smiflandirilabilirler. Bu siniflar
transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi diizeyde
fonksiyonlari ile kendi kdkeni ve biogenezine gore
tanimlanirlar. Pek ¢ok bitki miRNA’sinin hedef
genleri NB-LRR (Nucleotide binding-site leucine-
rich repeat) motiflerini kodlamaktadir (Fei ve ark.,
2013). NB-LRR bitkilerde diren¢ (R) genleri ve
PRR (Pattern recoginition receptor) iliskili oldugu
bilinmektedir (Eckardt, 2012). Bitkilerde dogal
bagisiklik reseptorleri, PRR ve R proteinleridir
(Chisholm ve ark., 2006; Jones ve Dangl, 2006).
Patojen saldirisinda, bitki tanima reseptorleri
tarafindan  patojen ile iligkili molekiilerin
taninmasi, hormon degisimi ve metabolit
seviyelerinde  degisiklikler gen ifadesi ile
tetiklenen  bagisikliga  (Post  transcriptional
initiation, PTT) neden olur (Boller ve Felix, 2009).
Patojenler ise PTI’yi baski altina almak igin
efektorler gelismiglerdir. Fakat bitkilerde buna
karsilik, hastalik R genleri vardir (Jones ve Dangl,
2006). PRR’ler, patojenle ilgili molekiiler yapilari
(Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMP)
tanir ve PAMP-PTI tetiklenen bagisikligi harekete
gecirmek, R proteinleri ise farkli patojen
efektorleri tanimak ve hipersensitif hiicre 6limii
seklindeki direng tepkisini tetikleyebilir (Li ve
ark., 2012).

Bitki genomlari, hiicre yiizeyi LRR ve hiicre i¢i
NB ile R’ye &zgiil patojen efektorleri tanimak ve
direng tepkilerini tetiklemek i¢cin LRR bagisiklik
genleri tarafindan kodlanan ¢ok sayida reseptdr
icerir. NB-LRR genlerinin diizensiz ifadesi patojen
enfeksiyonu yoklugunda otoimmiiniteyi
baglatabilir ve bitki biiylimesini engelleyebilir.
Tarimsal iretimde ciddi potansiyel sonucglarma
ragmen, R gen ifadesini diizenleyen mekanizma
heniiz anlagilamamistir (Li ve ark.,, 2012).
Patojenlere karsi savunma se¢imi ve NB-LRR
savunma ile ilgili 6nemli molekiilleri kodlayan
bitki genlerinin de varyasyonu yiiksek diizeyde
cesitlendirilmesi giiglii bir evrimsel ihtiya¢ olarak
kabul edilir. Konuk¢udaki NB-LRR spesifik
proteini, patojen cesitleri tarafindan kodlanan bir
efektor patogenezi taninmasina aracilik eder. NB-
LRR proteinleri ise normal olarak, wka 06zgi
efektor ile tetiklenen bagisiklik iliskili oldugu
bilinmektedir. Bitki genomlarinda bulunan NB-
LRR proteinleri ile bir¢gok patojen taninmakta ve
dogal bagisiklik sistemini olugturmaktadir (Meyers
ve ark., 2003). Birgok bitki tiirii géz Oniine
alindiginda, NB-LRR’ler birden fazla kodlanmis
motifleri yani Toll/Interlokin-1 Reseptdr (TIR1),
TIR2, P-dongti, Kinaz-2 ve NBS geni icerisindeki

en son korunmus motif olan MHDV (Meyers ve
ark., 2003) motiflerini (Sekil 1) hedeflenmektedir
(Fei ve ark., 2013). NB-LRR proteinleri patojen
saldiris1 yokken ifade seviyesi diisiik, saldirt
meydana geldiginde ise hizla artan bir ifade
seviyesine sahip oldugu gozlemlenmistir. Dogal
bagisiklikla miRNA  diizenlemesi, bitkilerde
savunma mekanizmalar1 i¢in ilave bir savunma
arac1 olarak kabul edilmektedir (Eckardt, 2012).
Kigik RNA molekiillerinin en biiyiilk hedef
genlerini genis bir gen ailesi olan NB-LRR
kodlayan genler olusturmaktadir (Fei ve ark.,
2013). NB-LRR’ler N-terminal etkiye goére TIR
(TIR-NB-LRR) ve sarmal-bobin (coiled-coil, CC)
CC-NB-LRR olmak iizere iki ana gruba ayrilabilir
(Sekil 1). Solanaceae familyasinda CC-NB-
LRR’leri hedefleyen miR482, miR472, miR2118
ve miR5300 de igeren en az 4 miRNA ailesi vardir.

miR miR miR472 / miR482
2109 825 miR2118a'c
 J  J TIR-NB-LRRs
AR LR D=2
TIR Nucleotide-binding (NB) site
miR6019 (eeenstor o
miR472 / miR482
miR2118b miR6027 o
' CC-NB-LRRs B2
n i l il l ’ B+ MHOV
A
miR1509

Sekil 1. Cesitli miRNA ailesinin TIR-NB-LRRs ve
CC-NB-LRRs hedefleri [Fei ve ark. (2013)’dan
kisaltilmistir]

Bitki miRNA genlerinin evrimsel siirecine
bakildiginda ekzon genleri gibi miRNA genleri de
delesyon, insersiyon, dublikasyon, rekombinasyon
ve dogal seleksiyon gibi siireclere tabiidir
(Barrera-Figueroa ve ark., 2013; Koptekin ve
Aktas, 2013). Yeni miRNA olusumunun,
transpozonlarm, protein kodlayan genlerin ve
genomik sa¢ tokasi yapilarmm duplikasyonu
sonucu meydana geldigi ileri siiriilmiis, ifadesi
protein olan gen ile insersiyonlu miRNA’nin,
protein ireten genin transkriptiyle eslesmesi ve
gen ifadesini durdurmast miRNA’larmn evrimsel
stireclerinin agiklamasi bakimindan oldukga ilging
goriinmektedir (Allen ve ark., 2004; Rajagopalan
ve ark., 2006; Fahlgren ve ark., 2007, 2010;
Nozawa ve ark., 2012; Koptekin ve Aktag, 2013).
miRNA genlerinin evrimsel kokeni ile ilgili olarak,
birkag farkli mekanizma Onerilmektedir. Bu
nedenle, bitkilerde miRNA genlerinin kokeni
hakkinda genel bir fikir elde etmek i¢in uzaktan
akraba tiirleri karsilagtirarak daha detayli miRNA
genlerinin analiz etmek gerekir (Nozawa ve ark.,
2012). Evrimsel gelisim siirecinde monokotil ve
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dikotil bitkiler arasinda en c¢ok korunmus 21
miRNA gen ailesi icerisinde miR482’de
bulunmakta ve miRBase’de yerini almistir
(Cuperus ve ark., 2011; Xiao ve ark., 2013).

Bitkilerde miRNA’lar tilirler arasinda hedef
dizilerdeki baglanma bdlgeleri ile filogenetik
dagilimda yiiksek oranda benzerlik

gostermektedirler. Korunmus miRNA’larin ¢ogu
farkli bitki tiirlerinin her birinde homolog genler
ile  diizenlemektedir. Cogu  bitki tiiriinde
miRNA’lar ve hedef genlerinin korunmus olmasi
(Jones-Rhoades, 2012), miRNA’lar ile
hedefledikleri genlerin evrimsel siire¢ igerisinde
etkilesim igerisinde oldugu diislincesini ortaya
¢ikarmustir (Zhang ve ark., 2009; Koptekin ve
Aktas, 2013).

2. miR482 izoformlari ve Stres Faktorleri

Bitkide miRNA’lar yaprak morfolojilerinden
polarite, ¢igek yapisi ve stres yanitlart gibi zorunlu
biyolojik siireglerde 6nemli rol oynar (Eldem ve
ark., 2013). Bir miRNA birden fazla geni
hedefleyebilmektedir. Bu yonii ile miRNA’lar gen

diizenlenmesinde gorev alabilmektedir

(Shivaprasad ve ark.,, 2012). Bitkiler yasami
slmiR 482b Ucuugccaauaccgoocauuce
slmiR 482a UCUUECCUACACCECCCaugee
simiR 482d UCULLCCUACUCCUCCCAUCCT
simiR 482c UCUULCCUACUCCUCCCCUACT
simiR 482e UCUULCCUACUCCUCCCCUZCT
simiR482f UCUULCCUACUCCUCCCaUaCT
csmirdB82a UCUUCCCUALECCUCCCauuco
pabmiR482b  ucuuCcCuaUUCCUCCAUUCT
ptmiR482c UCUUCCCLUEUUCCUCCCauuce
grmiR432 UcuuLccaauuccucccauuce
mdmiR482 ucuucccaagoocgoccauuce
gmmirdd2a UCUUCCCEaUUCCECOCauuce
pvmiR482 UCUUCCCEaUUCCECOCauuce
stumiR482 UCUUECCaaUaccg cecauuce
slmiR482b UCUUZCCaaUaccgccauuce
ptmiR482a/b  ucuucccuacuccucccauuco
ptamiR482a/b  ucuucccuacuccucccauuco
pabmiR482a UCUUCCcCUacuccucccauuce
ptmiR482d UCCUCCCUaCUCCUCCCauuUct
gsmiR482a/b  ucuucccuacaccucccauac
gmamiR482b  ucuucccuacaccucccauacc
csmiR482b UCUUgCCUUacuccaccaugeo

agmiR482a/b/c ucuugccgacuccucCccauace

ghmiR482b UCUUECCUACUCCACCCaUgee
slmiR 482a UCUUECCUACACCECCCaUgor
pabmiR482c UCUULICCUACUCCUCCCaUUcT
wmiR482 UCUULCCUaCUUCCUCcauuce
simiR482d UCUUUCCUACUCCUUCECUCC
slmiR482f UCUUUCCUACUCCUCCCAUACT
ghmiR482a UCUULICCUACUCCUCCCaUacT
slmiR482c UCUULICCUACUCCUCCCCUECe
slmiR432e UCUULICCUACUUCCUCCCUZCD

boyunca bir¢ok stres faktorii ile karsi karsiyadir.
Stres etmenini tolere etmede, bitkinin biiyiime ve
gelisimsel  silireglerinde  yapilan  ¢aligmalar
miRNA’larm ¢ok  ¢esitli  fonksiyonlarinin
oldugunu gostermektedir. Ozellikle miR482 ailesi
birgok bitkide ¢esitli stres faktorlerinde ifade
olmustur. PMTED (Plant microRNA target
expression database) veri tabaninda misir (Zhang
ve ark., 2009), pamuk (Qiu ve ark., 2007), kavak
(Lu ve ark., 2008) ve portakal (Xu ve ark., 2010)
bitkilerinde tespit edilen olgun miR482 ailesi ve
sekanslar1 bulunmaktadir. miR482 aile tiyeleri 21
niikleotitten ziyade 22 niikleotid uzunlugunda
diger miRNA ailelerinden daha degisken ve sira
dis1 dizileri vardir. Farkli bitki tiiriinde, miR482
sekanslart dokuz konumda degisir ve en az 31
izoformu (Sekil 2) vardir (Shivaprasad ve ark.,
2012). Zhao ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada
ise, miR482’nin miR1448 homologu oldugunu
bildirmiglerdir. Yapilan ¢aligmalar miR482’nin
NB-LRR hastalik direnci ile ilgili oldugunu
gostermektedir (Zhai ve ark., 2011; Fei ve ark.,,
2013). Bitkilerde NB-LRR proteinlerinin bilinen
tek islevi savunma sirasinda patojenin taninmasidir
(Eitas ve Dangl, 2010).

22

22

22 Solanmum heopersicum' da
22 tespit edilen miR432 aile
22 dizileri

22

22
22
22
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22
22
22
22
22
22
22
22
22
21 Bilinen tiim miR482 ailesine
22 ait izoformlann dizileri
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

Sekil 2. Domatesteki miR482 ailesi ve diger bilinen tim miR482 ailesine ait izoformlarin dizileri
(Shivaprasad ve ark., 2012)
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2.1. Bugdayda miR482 ailesi

Bugdayda ¢oklu patojen (Bipolaris sorakiniana
ve Fusarium culmorum) uygulamasi sonucu gma-
miR482¢’nin ifade seviyesinde degisme oldugu
gdzlemlenmis; enfeksiyon ~ sonucu  ifade
seviyesinde artig oldugu tanimlanmis, ama direngli
bugday ¢esidinde patojene karsi ifadesinde azalma
oldugu gozlemlenmistir (inal ve ark., 2014). Aym
calismada F. culmorum uygulamasi sonucu
miR482c¢-5p (Origin recognition complex subunit
4-like) dayanikli cesitte ifade azalisi olurken,
hassas ¢esitte ifade artis1 gozlemlenmistir. Buna

bagli  olarak  miR482c-5p’nin  hedefledigi
genlerdeki ifadeler Sekil 3’te verilmistir.
07 miR482¢-5p
0,6
ps 1
IXJ 2 ) HBC
T HBT
i ? MC
b2 aMT
o O
21 -
o5t miRA82e3p T&g:t

Sekil 3. miR482c¢-5p ve tar482c-5p’nin analizi
(inal ve ark., 2014)

BC: Bezotaja kontrol, BT: Bezotaja uygulama, MC: Mizrak kontrol,
MT: Mizrak uygulama

Eren ve ark. (2015) tarafindan yapilan
calismada; tuz stresi altindaki bugday ¢esitlerinde
Zma-miR482-5p (f-box LRR-repeat protein 3-like)
uygulamaya bagli olarak dayanikli ¢esidin
ifadesinde artis gosterirken, hassas ¢esitte ise
ifadesinde azalma oldugu gozlemlenmistir. Zma-
miR482-5p’nin bugdaydaki hedefi su ile iliskili bir
dehidrin proteinini kodlayan ve absisikasit (ABA)
duyarli rab15B geni oldugu belirlenmistir (King ve
ark., 1992; Hassan ve ark., 2015). Tuz stresi
altinda direngli gesitte miR482 ifadesinde meydana
gelen artig; miR482°nin sadece biyotik stres
sartlarinda degil, ayn1 zamanda abiyotik stres
sartlarinda da Onemli gorevler {stlendigini
gostermektedir.

2.2. Domateste miR482 ailesi
NB-LRR proteinleri patojenlere kars1 efektor-

tetikleme  bagisiklikligi  ile iliskilidir. Bu
yaklagimda sRNA’lar dontistiirildigi
transkripsiyon sonrasi gen susturmayla iliskili olan
konukgularin savunma mekanizmasini

tetiklemektedir (ilhan ve ark.,, 2013). Patojen
Pseudomonas syringae ile inokiille domateste
miR482 hedefinin NB-LRR transkripleri oldugu
bildirilmistir. Domateste yapilan bu caligmalarda;
viriis ve bakteri ile enfekte olmus dokular miR482
(NB-LRR mRNA’s1) araciligr ile susturuldugu,

bunun nedeninin ise biylik olasilikla patojen
tarafindan kodlanmig proteinlerin  aktivitesini
kaybetmesi oldugu ileri siirlilmiistiir (Shivaprasad
ve ark., 2012). Domateste miR482 iiyesi miR482f
dizinde iki niikleotid fark: ile Arabidopsis miR472
ile aralarinda bir varyasyon vardir (Sekil 4)
(Shivaprasad ve ark., 2012). Bu izoformik diziler
bitkilerde direng genlerini hedeflemektedirler.

simiR432f UCUUUCCUACUCCUCCCAUACC 12

athmiR472 UUUUUCCUACUCCGCCCAUACC 22

# FEETIFEEFTEET FEEEEEEE

Sekil 4. Domateste miR482f izoformu At-miR472
dizisi (Shivaprasad ve ark., 2012)

Bu baglamda, Solanaceac ve Fabaceae
iiyelerinde aligilmadik ve ¢ok dikkat ¢ekici sekilde
NB-LRR genlerinin NB-LRR hedefli mesajc1
RNA (mRNA)’lardan miR482/2118 tarafindan
diizenlendigi gozlemlenmistir. miR2118b
izoformu, miR482 gibi CNL-NB-LRR
mRNA’larin1 hedeflemektedir. Bununla birlikte,
Medicago  truncatula  miR2118a ve ¢
izoformlarinda oldugu gibi domateste de miR482,
TIR ve CNL-NB-LRR proteinlerinin her ikisini de
hedeflemektedir. Bu benzer hedefleme tahminen
Medicago truncatula miR2118a ile slmiR482
(slmiR2118) arasindaki yiiksek dizi
homolojisinden kaynaklanabilir (Shivaprasad ve
ark., 2012).

Mavi 151k altinda mutant ve yabani domates
bitkilerinde ABA, mannitol, tuz ve soguk stresi
uygulamalarinda hipokotil ve kokten alinan
orneklerde miRNA ifade profilleri tespit
edilmistir. Elde edilen verilere gére miR5300,
miR5301 ve miR2916°da ifade seviyesi artarken;
miR159, miR166, miR472 ve miR482’nin ifade
seviyesinde azalis oldugu rapor edilmis ve bu
stres sartlarinda miRNA’larin gen ifadesi Sekil
5’te verilmigtir. Calismanin sonuglarina gore
mutant ve yabani tip domateslerin hipokotil ve
koklerindeki miR472 ve miR482’nin TIR-NB-
LRR ve CC-NB-LRR genlerini hedefledigini
rapor etmistir. Bununla birlikte bu genlerin
fonksiyonel karakterizasyonunun yapilmasi bitki
savunma sistemindeki oynadigi rolii ortaya
¢ikaracaktir (Omidvar ve ark.,, 2015). Yine
yapilan gesitli calismalarda bitkilerde kuraklik ve
tuz stresi gibi abiyotik streslerde miR472 ve
miR482’nin ifade seviyelerinde artis oldugu rapor
edilmistir (Lu ve ark., 2008; Shuai ve ark., 2013).

Wan ve ark. (2012) yaptiklart ¢alismada; biber
(Capsicum annuum L.)’¢ ABA uygulamasi ile
miR482’nin ifade artis1 tespit edilmis, buna baglh
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olarak birkag NB-LRR proteinleri belirlenmistir.
Korunmug miRNA’larin hedefleri tiirler arasinda
korunmus gibi goriiniiyor olsa da, ilgi ¢ekici bazi
miRNA aile iiyeleri benzer etmenlere yanit olarak
farkli dokular ya da tirlerde farkli ifade
seviyelerine sahip olabilmektedir (Omidvar ve
ark., 2015).

W Stresyok M ABA W Mannitol NaCl M Soguk

| R

4 Gen ifadesi

to

24

% g r ﬁ
I -
-8 1
-10 2
miR159 miR166 miR472 miR482 miR159 miR166 miR472 miR482
Hipokotil Kok

Sekil 5. Farkli stres sartlarinda domateste
miRNA’larin gen ifadesi (Omidvar ve ark., 2015)

Fusarium oxysporum ¢ok sayida Dbitkiye
enfekte olan bir mantar patojenidir. Ouyang ve ark.
(2014) yaptiklar1 ¢alismada, F. oxysporum f.sp.
lycopersici’ye dayanikli ve hassas domates
cesitlerinde miRNA dizileme c¢aligmast yapilmis
ve fungus enfeksiyonu sirasinda dayanikli cesitte
ifade seviyesi azalan Ozellikle iki miRNA
(slmiR482f ve slmiR5300) tespit edilmistir.
Yapilan gen susturma ¢aligmasinda ise slmiR482f
ve slmiR5300’{in dort farkli geni hedefledigi ve bu
hedeflerin dayanikli domates c¢esidinde ifade
seviyelerinde azalma oldugu tespit edilmistir.
Domateste miR5300 yeni bir miRNA olarak tespit
edilmis, fakat miR5300’in hedefledigi genler
heniiz tespit edilememistir (Mohorianu ve ark.,
2011; Karlova ve ark., 2013).

2.3. Pamukta miR482 ailesi

MYB (myeloblastosis) gibi transkripsiyon
faktorleri ve fitohormonlar miRNA’larin hedefleri
arasindadir. Pamukta lif olusumunu baslatma ve
uzama dogrudan bitki hormonlarmin etkisiyle
olmaktadir. Oksin ve  gibberellinlerin  1if
olusumunun baglatilmast ve gelismesini tesvik
ettigi bilinmektedir (Zhu ve ark., 2013). Pamukta
miR482 ailesinin ilk iiyesi Gossypium hirsutum’da
tespit edilmis (Kwak ve ark., 2009), daha sonra bu
ailenin {i¢ tiyesi; G. raimondii’de ghr-miR482a, G.
hirsutum’da ghr-miR482b ve gra-miR482, tespit
edilmistir (Pang ve ark., 2009). Yapilan baska bir
calismada ghr-miR482a.2’nin homologu yaninda
gra-miR482b.2, gra-miR482d.2, gra-miR482e.2,
gra-miR482f.2, gra-miR482g.2, gra-miR482h.2 ve

gra-miR482i.2 de G. raimondii genomunda
bulunmustur (Sekil 6) (Zhu ve ark., 2013). Pamuk
ghr-miR482a/miR482b NB-LRR  proteinini
kodlayan tek EST (GeneBank ID: NP673173)
hedef olarak tahmin edilmistir (Pang ve ark.,
2009).

CCATACCCTCCTCATCCTTTCT 5’
CCGTACCCACCTCATCCGTICT ¥’
ghr mir482c CCTTACCCTCCTCATCCTTTCT 5’
ghr mir482d CCTTACCCTCCTTAACCTTTCT 5’
ghr mir482b.2 CACCGTACCCACCTCATCCGTT 5°
ghr mir482d.2 CACCTTACCCACCTTAACCGTT 5’
ghr mir482e.2 ATCCGTACCCACCTTATGCGTT 5°

Sekil 6. G.hirsutum de tespit edilen miR482 /
miR482.2 {iyeleri

ghr mir482a
ghr mir482b

2.4. Asmada miR482 ailesi

Yeni nesil dizileme sistemi ile asma bitkisinin
meyvelerinin 3 farkli gelisme doneminde
uygulanan gibberalik asit (GA3) ve su kullanilarak
elde edilen kontrollerinden iki miRNA
kiitiiphanesi elde edilmis, bunlardan 4.265.160
(GA3 uygulamada) ve 4.326.915 (kontrol) adet
acik okuma elde edilmistir. Kontrol grubuna gore,
Vvi-miR482 GA; uygulamasinda ifade azalmasi
oldugu tespit edilmistir (Han ve ark., 2014).

2.5. Kavakta miR482 ailesi

Kavakta (Populus sp.) yapilan ¢alismada
miR482 ve miR1448 hastalik direnci ile ilgili
oldugu gozlemlenmistir. Kavak miR1448 onciil ve
olgun dizilerinin miR482 ile benzerlik gosterdigi
ve bu benzerligin yapilan filogenetik (Sekil 7)
calismalar neticesinde miR1448’in miR482’nin
tandem bir duplikasyonu olmasi nedeniyle bu iki
miRNA  bir  polisistronik mRNA  olarak
nitelendirilmektedir (Zhao ve ark., 2012).

ghr-MIR482b
pab-MIR482d

Dikotil Bitkiler

he-MIR4822

ptc-MIR482***
g i wei-MIR4E
3T sy MIR452

pta-MIR482c
pab-MIR482b

pab-MIR4S2e
Agiktohumly Bitkiler

STl P MIRAS2a
“gpl— ptaMIR4324
Monokotil Bitkiler

zmaMIRAS2 |

Sekil 7. Tohumlu bitkilerinde pre-miR482 dizilerinin
filogenetik analizi ve P. trichocarpa pre- miR1448
filogeni, diger bitkilerde pre-miR482 sekanslari ile

karsilastirilmasi (Zhao ve ark., 2012)
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Ayrica miR1448’in tiire 6zgii oldugu ve diger
bitki tiirlerinde bulunmadigi, ancak ortoloji
gosterdikleri bildirilmistir (Allen ve ark., 2004;
Zhao ve ark., 2012). miRNA482 ailesinden
miR482.2 ile miR1448 niikleotid dizileri arasinda
cift yonli yiliksek oOl¢iide korunmus oldugunu
gozlemlenmistir (Sekil 8).

miR482.2

miR1448

UCUUUCC ACoCCUCCCAULC
e (Bl LTI

- - GACACUAUAACAGGUA..-

miR1448*

Sekil 8. Kavaktaki miR482 ve miR 1448 niikleotid
dizileri bolgesi (miRNA * dubleks)
(Zhao ve ark., 2012)

2.6. Nodiilasyon ve miR482 ailesi

Soya allotetraploid bir tiirdiir (Goettel ve ark.,
2014). Son 10 yilda, bitkilerde kiigiik RNA’larin
islevleri yogun olarak arastirilmig ve miRNA’larin

nodiilasyon olusumu ile baglantilar1 tespit
edilmeye calisimistir (Li ve ark., 2010).
miRNA’larin  nodiilasyon  sirasinda  ifade
degisiklikleri gdsterdigini rapor etmistir. Bu

calismada miR482, miR1512 ve miR1515%in
analizleri sonucunda ifade degisiklikleri tespit
edilmis ve bu miRNA’larin 6zellikle soya ile
Bradyrhizobium japonicum arasindaki etkilesimler
sirasinda indiiklendigi gozlemlenmistir. Boylece,
nodiilasyon olusmasi igin bagisiklik tepkilerini
onlemek i¢cin miRNA’larin konak savunmasini
bastirmast seklinde etki gosterdigi
diisiiniilmektedir. Ornegin, soya fasulyesinde
klasik yontemlerle tanimlanmis, lokal rhizobiyal
irklar ile nodiilasyonu kisitlayan RJ2 ve Rfgl
alelleri TIR-NB-LRR proteinini kodlamaktadir
(Yang ve ark.,, 2010). miR482, miR1512 ve
miR1515’in  transgenik bitkilerdeki ifadeleri,
nodiilasyonda oOnemli artiglara yol agmaktadir.
miR482’nin asin1 ifade ettirildigi transgenik soya
bitkisi koklerinde, kontrol vektor koklerine gore
olgun nodill sayisinda 2 kathk bir artis oldugu
gozlemlenmistir. miR482’nin ya nodiile 6zgi
hatal1 ifadesi ya da asir1 ifadesi nodiilasyonda bir
artisa yol agmaktadir (Li ve ark., 2010).

2.7. Patateste miR482 ailesi

Yang ve ark. (2015), patateste verticillium
solgunluguna yanit mekanizmasinda ortaya ¢ikan
miRNA’lar1  tespit ettikleri  ¢aligmalarinda,
Verticillium dahliae enfeksiyonuna kargi patateste
miR482 siiper ailesinin dizisi degisken iiyelerinin
kars1 savunmada rol alabildigini rapor etmislerdir.

Ancak tiim varyantlar NB ve LRR motifleri ile
hastalik-direng proteinlerini hedeflemektedir. Bu
da miR482 kaynakli susturma proteinleri ile
karakterize edilebilir. Yapilan bu c¢alismada
miR482e’yi  segmis ve miR482e ifadesini
dogrulamak i¢in V. dahliae patojenine maruz
birakilmis patatesten ¢esitli zaman araliklarinda
ornekler almmustir. miR482e ifade seviyeleri
kontrol (0 saat) ile karsilagtirildiginda, asilamadan
sonra 6 ila 24 saat icinde belirgin azalma oldugu
gozlemlenmis ve miR482 sentezlemesi patojen
asilamadan 24 saat sonra ¢ok belirgin bir sekilde
bastirilmigtir. miR482¢ asirn  ifade ettirildigi
transgenik bitkilerde ise kontrol bitkileri ile
kargilastirildiginda, transgenik patatesin V. dahliae

patojenine kars1 duyarliliginin arttigt
belirlenmistir. Sonu¢ olarak miR482e patates
bitkisinde V. dahliae’ye kars1 yanit

mekanizmasinda Onemli bir rol oynadigi tespit
edilmistir.

3. Sonuclar

Biyotik ve abiyotik stres etmenlerine bagli olarak
cesitli bitkilerde yapilan calismalarda miR482
ailesinin ifade seviyelerinde farkliliklarin oldugu
tespit edilmis ve bu farkliliklar morfolojik ve
fizyolojik baz1 degisimlerle iliskilendirilmistir.
miR482 aile iyelerinin g¢ogunun NB-LRR
genlerini hedefledigi ve bunlarinda hastalik direng
proteinlerini kodladigi goézlemlenmistir. Bitkiler
dogal olarak sahip oldugu bu genleri evrimsel
siirec boyunca muhafaza etmis ya da bitki
tiirlerinde degisiklige maruz kalmasina ragmen
ayni geni hedeflemeyi amaglamigstir. miR482 ailesi
ozellikle simbiyotik etkilesimler ile iligkili sinyal
yollarin  diizenlenmesi ve evrimi sirasinda
nodiilasyonun yeni fonksiyonlari igin yolaklar
olusturmayi, farkli  izoformik yapilar ve
homologlar i¢in aym genleri hedeflemislerdir.

miR482 ile slmiR2118, ath-miR472 ve
miR1148’in  dizi  homolojisinin tutarlilig1
gozlemlenmis ve bu baglamda bitkilerde
sRNA’larin  ifade seviyesindeki farkliliklarin

analizi, en son sSRNA dizi verileri ile karsilagtirma
yapilarak bitkilerdeki miR482’ye ait bilinmeyen ve
farkli izoformlar1 ile homologlarinin tespiti hizla
devam etmektedir. Gelisen teknolojiyle gelecekte
yapilacak olan caligmalarla miR482 ailesinin
iiyelerinin yeni fonksiyonlarinin tespiti miimkiin
olabilecektir.

Bitkilerde diger miRNA’larda oldugu gibi
miR482’nin yeni lyelerinin berlilenmesi ve bu
miRNA ailesinin iiyelerinin yeni fonksiyonlarinin
belirlenmesi bu molekiillerin etki bir fonksiyonel
markor olarak kullanilmasi yoniinden faydali
olabilir. Taksonomik ¢aligmalarda RNA’lar
molekiiler ~markdr olarak  kullanilmaktadir.
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Ozellikle miR482 gibi diger miRNA’larin yiiksek
bitkilerde korunmus olmasi miRNA’nin
patojenlere kars1 bitkilerinin korunmasi igin genis
uygulanabilirlige sahiptir.

Bunun disinda genel olarak, miRNA’larin
molekiiler markdr olarak kullanilmasinda bazi
potansiyel  riskler de  vardir.  Kullanilan
miRNA’larin 21-22 ya da 23-24 uzunluguna baglh
olarak transgenik bitkilerde miRNA’larin ifadesi
hedef dig1 etki gosterebilir. Ayrica patojenden
tiiretilmis transgen ile hedef olmayan gen arasinda
gerceklesen  rekombinasyonla  yeni  riskler
olusturulabilir. Fakat  bitkilerde ¢apraz
polinasyonda olusan gen akis1 disinda, miRNA
tim endiseleri giderebilir. Gelisen dizilme
teknolojileri ve yazilimlar yeni miRNA’larin
kesfedilmesine imkan saglayacak olup bu sistemin
seleksiyon markori olarak kullanilmasinin verimli,
kaliteli, hastalik ve zararlilara dayanikli iiriin
cesitlerinin  1slah1  yoniinden Onemli olacag:
disiiniilmektedir.
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