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Bitkilerde korunmus olan mikroRNA (miRNA) ailelerinden biri olan miR393, birgok kritik
gelisimsel sureglerde rol oynamaktadir. Bu galismada, Stem-Loop (SL) kantitatif ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile 1 mM (1B) ve 3 mM (3B) borik
aside maruz kalan Arabidopsis thaliana'da miR393’lin ekspresyon seviyeleri belirlenmisgtir.
Ayrica, miR393’Un A. thaliana’da hedefledigi genler ve bu genlerin Gen Ontoloji (GO)
zenginlestirme analizi yapilmigtir. A. thaliana bitkisinde toksik seviyelerde bor uygulamalari
sonrasi, A. thaliana fidelerinin geligiminlerinde gerileme ve fidelerin yaprak uglarinda
kloroz gozlemlenmigstir. A. thaliana’da 1B uygulamasi miR393 ekspresyonu 2,9 kat
artirirken, 3B uygulamasi 2,7’lik bir artisa sebep olmustur. miR393’lUn 5’ ve 3’ ucundaki
olgun dizilere gore baslica hedef genleri; auxin sinyal F-box, S-adenosil-L-metiyonin-
bagimli metiltransferaz sliper familya proteinlerini, Kinezin benzeri kalmodulin-baglanma
proteinlerini, L&sin-zengin reseptdr benzeri protein kinaz familya proteinlerini, 1-deoksi-D-
ksillloz 5-fosfat sentaz enzimini, ARM tekrar stiper familya proteinlerini ve myb-benzeri
HTH transkripsiyonel regulatér familya proteinlerini kodlayan genler ve bHLH ve WRKY 33
transkripsiyon faktérleridir.Ote yandan, miR393'(in hedefledigi genlerin GO zenginlestirme
analizine gére baslica Biyolojik Strecleri su sekildedir: Oksin ile aktiflesmis sinyal yolag,
oksin uyarisina hilicresel cevap, cgesitli gelisim slregleri ve farkl hicresel cevaplardir.
Molekdler Fonksiyonlar ise, oksin baglayici, inositol heksakisfosfat baglayici ve hormon
ve alkol baglayici seklinde kategorize edilebilir. Sonug olarak, bor toksisitesi altinda tespit
edilen blylime geriligi, miR393 hedefli oksin reglilasyonu ve bHLH gibi iligkili transkripsiyon
faktorleri ile ilgili olabilir.

Effect of of boron toxicity on miR393 expression at moderate and severe
levels in Arabidopsis thaliana
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miR393, one of the microRNA (miRNA) families preserved in plants, plays a role in
many critical developmental processes. In this study, expression levels of miR393 were
determined in Arabidopsis thaliana exposed to 1 mM (1B) and 3 mM (3B) boric acid by
Stem-Loop (SL) quantitative reverse transcription polymerase chain reaction method. In
addition, genes targeted by miR393 in A. thaliana and Gene Ontology (GO) enrichment
analysis of these genes were performed. After application of toxic levels of B in A. thaliana
plant, a decrease in the growth of A. thaliana seedlings and chlorosis on the leaf tips of
the seedlings were observed. While 1B application caused a 2.9 fold increase in miR393
expression, 3B application caused a 2.7 fold increase in this expression. According to the
mature sequences at the 5 'and 3' ends of miR393, the main target genes are; genes
coding Auxin signaling F-box, S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases
superfamily protein, kinesin-like calmodulin-binding protein, Leucine-rich receptor-like
protein kinase family protein, 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase 3, ARM repeat
superfamily protein, myb-like HTH transcriptional regulator family protein and bHLH, and
WRKY33 transcription factors. On the other hand, according to the GO enrichment analysis,
the main Biological Processes of the genes targeted by miR393 are as follows: The
auxin-activated signaling pathway, the cellular response to auxin, various developmental
processes, and different cellular responses. Molecular functions can be categorized as
auxin binding, inositol hexakisphosphate binding and hormone and alcohol binding. As a
result, growth retardation detected under boron toxicity may be related to miR393 targeted
auxin regulation and associated transcription factors such as bHLH.

*Sorumlu yazar: ckayihan@baskent.edu.tr
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1. Girig (Introduction)

Bor (B), bitkiler icin mutlak gerekli mikro besin elemen-
tidir [1]. Bununla birlikte, ylksek bor seviyesi, dinya-
daki 6nemli abiyotik stres faktorlerinden biridir ve bitki
gelisimi ile mahsul verimini olumsuz etkilemektedir [2].
Bircok ulke, 6zellikle kurak veya yari kurak topraklara
sahip olanlar, asiri bor sebebiyle verim kaybindan muz-
dariptir [3]. Bor, buyume icin gerekli seviyenin ¢ok az
Ustiinde bile olsa, birgok bitki i¢in kolayca toksik olabilir
[4]. Bor toksisitesi, hiicre duvari yapisinda degisiklikle-
re ve borun biyolojik molekullerin ribozlarina baglan-
masi nedeniyle, hiicre bélinmesinin ve gelisiminin bo-
zulasina neden olur [5]. Tipik olarak, toksik bor, gdvde
ve kok buylumesinde inhibisyona ve eski yapraklarin
uclarinda ve kenarlarinda klorotik veya nekrotik bol-
gelerle ayirt edilen yaprak yanmasina yol acar [6,7].
Cogu bitki turinde, bor kokler tarafindan emildikten
sonra, ksileme yUklenir ve transpirasyon akigi yoluyla
g6vdeye gecer ve yeniden dagitiimadan eski yaprak-
larda birikir; bu nedenle yapraklardaki bor igerigi ile
toksisite semptomlarinin siddeti arasinda dogrudan bir
iliski vardir [8]. Bor toksisitesi altinda kdke ve gdvdeye
0zgU akuaporinleri kodlayan genlerin asagi regulas-
yonu, hicreden hicreye su hareketinde azalmaya ve
gb6vdelere su akiginda azalmaya neden olmaktadir [9].
Bu nedenle, yaprak ve gdvdede bor toksisite semp-
tomlari koklerden daha siddetlidir. Borun toksik etkileri
devam ederse, boron cis konfigirasyonlu molekiller-
de ¢oklu hidroksil gruplarina karsi yuksek reaktivitesi
nedeniyle azot ve seker metabolizmasinin baskilanma
durumu gelisir [10]. Bu sitotoksik etkiler, metabolik bo-
zukluga ve oksidatif strese neden olur [10]. Ote yan-
dan, asiri bor varliginda, bitki inhibisyonu nedenlerin-
den bir digeri foto-oksidatif strestir [5] ve oksidatif stres
sonucu reaktif oksijen tarlerinin (ROS) asir birikimi,
pigmentleri, lipidleri, ntkleik asitleri, proteinleri ve inak-
tive edici enzimleri oksitleyerek hiicre 6limine neden
olabilir [11]. Bitkiler, ROS birikimine karsi antioksidan
enzimleri iceren suplrict mekanizmalarina sahiptir.
lliskili olarak, domateste, antosiyaninin ve flavonoidin
artmis seviyesi [12], feslegende daha yuksek fenolik
icerik [13], ve nohutta ve soya fasllyesinde, stiperok-
sit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), katalaz (CAT;, EC
1.11.1.6), ve askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11)
aktivitelerinde anlamli artiglar [14], toksik bor kosullar
altinda belirlenmistir.

Bor toksisitesine kargi bitki toleransi, turler hatta ge-
sitler arasinda bile buyuk farklihklar gdstermektedir
[3]. Bitkilerde bor toksisitesine karsi toleransin altin-
da yatan mekanizmalar hala tartismalidir. Otsu bitki
tlrleri icin 6nerilen en yaygin kabul goren teori, bor
disa akis tasiyicilari yoluyla hicreler arasi bor sevi-
yelerinin azaltimasidir. Ornegin; arpada (Hordeum
vulgare), koklerdeki bor diga akim tagiyicisi BORT'in
yukari regllasyonu, borun topraktan emilimini azaltir
[15]. Buna karsin; BOR1'e homolog olan BORZ2'nin
yapraklardaki yukari regulasyonu, borun simplastlar-

dan apoplastlara taginmasina neden olur [16]. Benzer
sekilde, kdklerdeki bagka bir disari akis tasiyicisi olan
nodulin benzeri i¢ proteinin (NIP) asagdi regllasyonu
da borun koklerden gdévdelere taginmasini azaltarak,
yer Ustu bitki pargalarinda bor birikimini azaltmaktadir
[17]. Ote yandan, yakin bir zamanda yapilan fizyolojik
bir calisma feslegenin bor toksisitesine karsi tolerans
mekanizmalarinda yaprak antosiyaninleri tarafindan
foto korumanin rol oynadigi goéstermistir [18]. Bu du-
rum, bor toksisitesine kargi farkli mekanizmalarin rol
oynayabilecegini gdstermigtir.

Omiks teknoloijileri ile yapilan son molekiler ¢alisma-
lar, toksik borun yanitlari ve biyolojik yolaklarla olasi
iliskileri hakkinda énemli bilgiler saglamistir [19,20].
Onemli olarak, bu calismalarda, bor homeostazisinin
WRKY, MYB ve NAC gibi transkripsiyon faktorlerindeki
degisiklikler ile dizenlendigini 6éne surdlmustur. Ayri-
ca, temel heliks-déngu-heliks aile proteininin (bHLH)
ekspresyon seviyesi, bor toksisitesi altinda hassas ve
tolerant bugday cesitlerinin yaprak ve kdk dokularinda
asagi yonlu regile oldugu ve bu transkripsiyon fakto-
runun, bitkilerdeki bor toksisitesi yanitina katilabilecegi
bildiriimistir [20]. Bununla birlikte, stres sirasinda gen-
lerin nasil reglle oldugu sorusunu cevaplamak, yeni
genler bulmak kadar énemlidir [21]. Bundan dolayi,
mikroRNAlar (miRNA), post-transkripsiyonel seviyede
gen ekspresyonunun anahtar duizenleyicileri olarak,
stres agini kesfetmek igin iyi adaylardir. Bu kodlanma-
yan kiglik RNAlar, 21 ila 24 nukleotid uzunlugunda,
bitkilerde genis bir dagilima sahiptir. Bu miRNAar,
bitkilerde, dogrudan hedef mRNA'yI susturarak ya da
hedef mMRNA'nin translasyonunu inhibe ederek genle-
rin ekspresyonlarini negatif yonlu regile ederler [22].
Kanitlar, bitki miRNA'larinin bitki blytumesinin ve geli-
siminin dizenlenmesinde ve ayrica biyotik ve abiyo-
tik streslere yanitta gok énemli bir rol oynadigini gos-
termektedir [23]. Ornegin, A. thaliana'da miR399'un
UBC24 transkript seviyesini dizenleyerek fosfor (P)
homeostazini sagladigi deneysel olarak kanitlan-
mistir [24]. Buna karsin, miR395, sirasiyla APS ve
SULTR2;1'i hedefleyerek, silfat (S) birikimi ve dagili-
mini dizenlenmesine aracilik etmektedir [25]. Benzer
sekilde, artan kanitlar, bitki miRNA'larinin bor stresle-
rine yanitta cok énemli bir rol oynadigini géstermek-
tedir [26]. Ornegin, daha énce yapilan bir ¢galismada,
narenciye yapraklarinda miR397a’nin ksilemin ikincil
hiicre duvari biyosentezini diizenleyerek bor toksisite-
sinin bitkiye olan etkisinin azaltiimasinda rol oynadigi
bildirilmistir [27]. Bu nedenle, bitkide bor toksisitesine
cevaben degisen miRNAlarin belirlenmesi tolerans
mekanizmasinin belirlenmesi i¢cin dnem arz etmekte-
dir. Bu galismada, literatlirde ilk defa oksin reseptorleri
TIR1, AFB1, AFB2 ve AFB3'U ve asagi yonlu regile
oldugu daha 6nce belirlenen bHLH transkripsiyon fak-
toruinG hedefleyen miR393’ln ekspresyon seviyeleri 1
mM (1B) ve 3 mM (3B) borik aside maruz kalan A.
thaliana'da olgun miRNAlari tespit etmek ve gogalt-
mak i¢in énemli bir strateji olan Stem-loop (SL) kan-
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titatif ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi [28,29] ile belirlenmistir. Bu ydntemde, bir sa¢
tokasi yapisi olarak tasarlanan SL primeri, miRNA'ya
komplementer olan 3’ ¢ikintiya sahiptir. Daha sonra,
miRNA-spesifik primerler ve bir evrensel primer, olgun
miRNAnin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile amp-
lifikasyonu icin kullanilir [30]. Ayrica, bu calismada
miR393’Un A. thaliana'da diger hedefledigi genler ve
bu genlerin Gen Ontoloji (GO) Zenginlestirme analizi
yapilmistir.

2. Malzemeler ve yontemler (Materials and methods)

2.1. Biiyiime kosullari ve bor uygulamalari (Growth
conditions and boron treatments)

Blyutme kosullari ve bor uygulamalari igin Arabidop-
sis (A. thaliana Columbia ekotipi) tohumlarinin, énce
%70’lik etil alkol ile 2 dakika, ardindan %15’lik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi ile 10 dakika yikanarak yuzeyleri
sterilize edilmistir. Ardindan tohumlar distile su ile 3
kez durulanmistir ve normal (100 pM) ve toksik (1 mM
ve 3 mM H,BO,) B konsantrasyonlari igeren MS besi-
yerine [31] transfer edilmistir. 3 gunluk, 4°C’deki ver-
nelizasyonun ardindan ¢imlenme ve biuyume 22°C’de
iklim kabininde, 16/8-h 1sik fotoperiyodu ile gercekles-
tiriimistir. iki haftanin ardindan fideler hasat edilmistir
ve ileri analizler i¢in kullaniimistir.

2.2. Kantitatif gergek zamanli PZR kosullari (Quan-
titative real-time PCR conditions)

iki haftalik A. thaliana fidelerinden TRIzol reaktifi (Am-
bion) ile toplam RNA izole edilmistir. izolasyon pro-
tokolU su sekildedir: 0,2 gram A. thaliana yapraklari
sivi nitrojen ile havanda 6guttlmuas ve toz haline gelen
yaprak ornegi dnceden sogutulmus eppendorf tiple-
rine transfer edilmistir. Ardindan, 1 ml TRIzol reaktifi
tiplere eklenmis ve 15 dakika boyunca oda sicakligin-
da tlpler vorteks ile karistiriimis ve devaminda tupler
5 dakika boyunca oda sicakliginda maksimum hizda
santriflijlenmistir. Santriflij sonrasi elde edilen siper-
natanttan 900 pl yeni tUplere aktariimis ve Uzerine
180 pl kloroform eklenmis ve tlpler vortekslenerek
3 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonunda tiipler, 4°C’de maksimum hizda
15 dakika santrifijlenmistir. Elde edilen sipernatant-
tan 450 pl yeni tlplere aktariimis ve Uzerine 200 pl
kloroform eklenmistir. Tipler vorteklenerek oda sicak-

hginda 3 dakika boyunca inklibe edilmistir. Ardindan,
tupler, oda sicakliginda 5 dakika boyunca maksimum
santrifujlenmistir ve Ust fazdan 400 pl alinarak yeni
tlpe transfer edilmistir ve Uzerine esit hacimde izop-
ropanol eklenmis ve tlipler birkag kez tersyliz edilerek,
10 dakika boyunca oda sicakliginda inkibe edilmis-
tir. Tupler 10 dakika boyunca oda sicakhginda mak-
simum hizda santrifijlenmis ve elde edilen pelet 1 ml
%75’lik etanol ile 3 dakika boyunca yikanmistir. Daha
sonra, 5 dakika boyunca oda sicakhigin maksimum
hizda santrifiijlene pelet 10 dakika boyunca kuruma-
ya birakilmistir. Son olarak, kurutulan pelet Gzerine
50 pl Dietil Pirokarbonat’li su eklenmis ve 65°C’de 15
dakika boyunca inkibe edilerek ¢ozulmustir. RNA'nin
saglamhgi ve kalitesini kontrol etmek igin agaroz jel
elektroforezi kullaniimigtir. Ardindan RNA safligi ve
konsantrasyonu NanoDrop (Denovix, ABD) ile belir-
lenmistir. izole edilen toplam RNA'lar kullanima kadar
-80°C’de saklanmistir.

miRBase veritabani, miR393 sekansini elde etmek
Uzere kullaniimistir. SL-geri transkripsiyon ve ileri pri-
merler [32] protokoliine uygun bir sekilde 6zel olarak
tasarlanmisti. miR393 icin primer sekanslari Tablo
1’de verilmistir. miR393 ekspresyonu, kantitatif ger-
cek zamanh PZR (qRT-PCR) metodu ile belirlenmistir
[33]. Oncelikle, 1 ug RNA, RNaz igermeyen su, 2 L
SL primeri iceren 12 pL’lik karigimlar hazirlanmistir. Bu
karisimlar, 5 dakika 65°C’de, ardindan 2 dakika buzda
inkiibe edilmistir. Sonrasinda, 5X reaksiyon tamponu,
RiboLock RNaz inhibitéri (20 U/uL), 10 mM dNTP ve
ters transkriptaz karisimlara eklenmistir. Karigsimlar 30
dakika boyunca 16°C’de inklbe edilmistir ve 60 don-
gl boyunca 30°C’de 30 s, 42°C’de 30 s ve 50°C’de
1 s olarak sekilde atimli geri transkripsiyona maruz
birakilmistir. Ardindan tipler 70°C’'de 5 dakika inkube
edilmistir. qRT-PCR analizleri igin, 1 yL cDNA, 7 uL 2X
Master Mix (Thermo Scientific) ve final konsantrasyon
0,3 uM olacak sekilde primerler eklenerek total hacim
nukleazsiz su ile 15 pL'ye tamamlanmistir. gqRT-PCR
kosullari, 95°C’de 10 dakika ilk denattrasyon, ardin-
dan 40 dongu 95°C’de 15 s, 59°C’de 30 s, 72°C’de
30 s olarak belirlenmigtir. Erime egrisi (melting curve)
40 dongu sonrasi 60-95°C’de analiz edilmistir. Norma-
lizasyon aktin (ACT2) geni kullanilarak gerceklegtiril-
mistir [20] ve 222t her bir karsilastirmada ekspresyon
kat farkhliklarini belirlemek Gzere kullaniimistir.

Tablo 1. miR393 ekspresyon analizi igin kullanilan primerler (Primers used for miR393 expression analysis).

Primer Ismi 5’ — 3’ yoniinde sekans

miR393-SL-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGATCA

miR393_F CGTAATTCCAAAGGGATCGCAT
Universal_R GTGCAGGGTCCGAGGT

ACT2_F CTTGACCTTGCTGGACGTGA
ACT2_R AATTTCCCGCTCTGCTGTTG
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Sekil 1. Toksik B uygulamalarina maruz kalmis Arabidopsis thaliana fidecikleri. K: kontrol, 1B: 1 mM H,BO, uygulamasi, 3B:
3 mM H,BO, uygulamasi.(Arabidopsis thaliana seedlings exposed to toxic B treatments. K: control, 1B: 1 mM H,BO, treatment, 3B: 3

mM H,BO, treatment).

2.3. miR393 hedef genlerinin bilgisayimsal tahmi-
ni ve GO zenginlegtime analizi (Computational pre-
diction of target genes of miR393 and GO enrichment
analysis)

A. thaliana'da miR393'Un hedeflerini belirlemek igin,
olgun miRNA dizileri miRBase veri tabani kullanilarak
(surim 22.1, http://www.mirbase.org/) belirlenmistir
[34]. Daha sonra, bu olgun miR393 dizileri kullanila-
rak miR393 hedef genleri psRNATarget veri tabanin-
da belirlenmistir (version 2, http://plantgrn.noble.org/
psRNATarget/) [35].

miR393’lin belirlenen hedef genlerinin GO zenginles-
time analizi 10.08.2020 tarihinde glincellenen PANT-
HER veritabani kullanilarak (strim 14, http://geneon-
tology.org/) yapilmigtir [36]. Referans liste A. thaliana
secilerek yapilmistir. GO biyolojik slire¢ ve molekiler
fonksiyon sonuglari test tipi Fisher’s exact ve dogrula-
ma FDR segilerek yapilmistir (P<0,05).

2.4. Istatistiksel analizler (Statistical analyses)

gRT-PCR deneyleri, dort biyolojik tekrar olarak gergek-
lestirilmistir (n=4). Veriler istatistiksel olarak t-testinin
parametrik olmayan versiyonu kullanarak analiz edil-
mistir. Ote yandan, yaprak alani verileri, dért biyolojik
tekrar ve her tekrardan en az 10 bitki olacak sekilde
Java tabanli Imaged programi kullanilarak elde edil-
mistir. Yaprak alani verileri, SPPS istatistik programi
kullanilarak Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile
analiz edilmistir. Veriler, ortalama ve standart hata bir-
likte olacak sekilde verilmistir.

3. Bulgular (Results)

A. thaliana bitkisinde toksik seviyelerde bor uygula-
malari sonrasi, A. thaliana fidelerinin gelisimlerinde
gerileme ve fidelerin yaprak uglarinda kloroz gézlem-
lenmistir (Sekil 1). Hatta beklendigi tizere, yaprak alani
verilerine gore bor toksisitesinin artan konsantrasyo-
nuna karsilik, A. thaliana yapraklarinda kismi sararma

ve blyime geriligi artmistir (Sekil 2). Ote yandan, A.
thaliana’da 1B uygulamasi miR393 ekspresyonu 2,9
kat artirirken, 3B uygulamasi 2,7’lik bir artisa sebep
olmustur (Sekil 3).

miR393’Un 5’ ve 3’ ucundaki olgun dizilere gore (5p
ve 3p) baslica hedef genleri; auxin sinyal F-box,
S-adenosil-L-metiyonin- bagimli metiltransferaz siiper
familya proteinlerini kodlayan genler, Kinezin benze-
ri kalmodulin-baglanma proteinlerini kodlayan genler,
Loésin-zengin reseptdr benzeri protein kinaz famil-
ya proteinlerini kodlayan genler, 1-deoksi-D-ksililoz
5-fosfat sentaz enzimini kodlayan gen, ARM tekrar si-
per familya proteinlerini kodlayan genler, myb-benzeri
HTH transkripsiyonel regulator familya proteinlerini
kodlayan genler ve bHLH, ve WRKY33 transkripsiyon
faktérleridir (Tablo 2). Ote yandan, miR393’lin hedefle-

130

< 140
;‘—j 120 .
EIOO
b}
Z 80 .
=<
2 60
o
S a0

20

0

K 1B 3B
Sekil 2. Toksik B uygulamalari altinda Arabidopsis

thaliana’nin yaprak alaninda (piksel) degisim. K: Kontrol,
1B: 1 mM H,BO, uygulamasi, 3B: 3 mM H,BO, uygulamasi.
Ondoért bagimsiz biyolojik tekrardan gelen ortalama ve
standart hata gdsterilmektedir (p<0,05). Hata gubuklar Gz-
erindeki yildiz isareti (*) kontrole goére istatistiksel olarak
anlamli oldugunu géstermektedir. (Changes in leaf area (pixel)
in Arabidopsis thaliana under toxic B treatments. K: control, 1B: 1
mM H,BO, treatment, 3B: 3 mM H,BO, treatment. The mean and
standard error from fourteen independent biological replicates are
shown (p<0.05). An asterisk above the error bars represents signifi-
cant differences between control and B-toxicity—treated samples.).
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RELATIF EKSPRESYON
o w
=]

0.0
K 1B 3B

Sekil 3. Arabidopsis thaliana’da toksik B uygulamalari
altinda miR393’Un ekspresyon seviyelerindeki degisim. K:
Kontrol, 1B: 1 mM H,BO, uygulamasi, 3B: 3 mM H,BO,
uygulamasi. U¢ bagimsiz biyolojik tekrardan gelen ortalama
ve standart hata gosterilmektedir (p<0,05). Hata gubuklari
Uzerindeki yildiz isareti (*) kontrole gore istatistiksel olarak
anlaml oldugunu gdstermektedir. (Changes in expression level
of miR393 in Arabidopsis thaliana under toxic B treatments. K: con-
trol, 1B: 1 mM H,BO, treatment, 3B: 3 mM H,BO, treatment. The
mean and standard error from three independent biological repli-
cates are shown (p<0.05).) An asterisk above the error bars repre-
sents significant differences between control and B-toxicity—treated
samples.

digi genlerin GO zenginlestirme analizine gore baglica
Biyolojik Surecleri su sekildedir: Polen maturasyonu,
Oksin ile aktiflesmis sinyal yolagdi, Oksin uyarisina
hicresel cevap, SCF-bagimli proteozomal ubikuitin-
bagimli protein katabolik stre¢, Stamen gelisimi, Flo-
ral organ gelisimi, Gelisimsel mattrasyon, Proteazom
aracili ubikuitin bagimh protein katabolik sureg, Cicek
gelisimi, Oksin yaniti, Hormon aracili sinyal yolagi,
Hormon uyarisina hicresel cevap, Organik madde-
ye hucresel cevap, Hucresel makromolekil katabolik
sureg, Hormon cevabi, Endojen uyaran cevabi ve Or-
ganik madde cevabi (Tablo 3). miR393’Un hedefledigi

genlerin Gen Ontoloji (GO) Zenginlestirme analizine
gore Molekiiler Fonksiyonlari, Oksin baglayici, inositol
heksakisfosfat baglayici ve Hormon ve alkol baglayici
seklinde kategorize edilebilir (Tablo 4).

4. Tartisma (Discussion)

Bitki miRNAlarin  2002'de  6nemli  bir post-
transkripsiyonel duzenleyici olarak bulunusunun ardin-
dan [37] bitki buyime ile gelisiminde énemli rollerinin
onerilmesiyle [38], cevresel strese cevaba olan katkila-
rinin ileri ki calismalarla incelenmesi [39,40] miRNA'lar
guindemde dnemli bir yere getirmistir. Bu ¢alismalarda
miRNA’larin bitkilerdeki birgok cevresel stresin adaptif
cevabinda bulundugunu éne surilmastar [41,42]. Lite-
ratirde ilk olacak sekilde, arpa [43] ve turunggillerde
[44] bor toksisitesine cevapta bazi miRNAnin degistigi
belirlenmistir. Ayrica, ¢ok yakin zamanda, toksik bor
kosullarina maruz kalan A. thaliana’da jasmonat ve
etilen mekanizmalariyla iligkili olan transkripsiyon fak-
torlerinin hedeflendigi miRNA'larin ekspresiyon sevi-
yeleri belirlenmistir [45]. Buna gore; miR159, miR319,
miR394 ve miR172 ekspresyon seviyeleri orta seviye-
de bor toksisitesi altinda dramatik bir sekilde artarken,
daha siddetli B toksisitesi uygulamasi altinda ilging bir
sekilde bu miRNAlarin ekspresyonu kontrol kosulla-
rina gore degismedigi dnerilmistir. Bu galismada ise;
literatirde ilk defa miR393’lin ekspresyon seviyesi A.
thaliana’da 1 ve 3 mM B kosullari altinda belirlenmistir.
Buna gore A. thaliana’da orta ve siddetli seviyelerde
toksik bor uygulamalari, miR393’Un ekspresiyonunu
yaklasik 3 kat arttirmistir. A. thaliana’da mirR393’Un
baslica hedefleri oksin reseptorlerini kodlayan F-box
genleri (Transport Inhibitor Response Protein1 (TIR1),
Auxin Signaling F Box Protein 2 (AFB2 ve AFB3)) ve
bHLH transkripsiyon faktoridir [46-48] (Tablo 3). ilis-
kili olarak, bir dnceki ¢calismamizda bHLH ekspresyon

Tablo 2. miR393’ln olasi hedefledigi genlerden bazilari. ath-miR393a-5p: UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUCC,
ath-miR393a-3p: AUCAUGCUAUCUCUUUGGAUU, AGI: Arabidopsis Genome Initiative, (Some of the possible target genes of

miR393).
miRNA Hedef Gen Beklenen Hedef Gen Tanimi
AGI Kodu Deger

ath-miR393a-5p AT1G12820 1.0 auxin sinyal F-box 3 (AFB3)
ath-miR393a-5p AT3G26810 1.0 auxin sinyal F-box 2 (AFB2)
ath-miR393a-5p AT3G62980 1.0 F-box/RNI benzeri siiper familya protein (TIR1)
ath-miR393a-3p AT1G26850 2.0 S-adenosil-L-metiyonin- bagimli metiltransferaz siiper familya p
ath-miR393a-5p AT4G03190 2.0 GRR1-benzeri protein 1 (GRH1)
ath-miR393a-5p AT3G23690 2.5 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-baglanma siiper familya prc
ath-miR393a-3p AT5G65930 3.0 Kinezin benzeri kalmodulin-baglanma proteini
ath-miR393a-3p AT3G19420 3.0 PTEN 2
ath-miR393a-5p AT2G38470 3.0 WRKY DNA-baglanma protein 33 (WRKY33)
ath-miR393a-5p AT5G65700 3.0 Losin-zengin reseptor benzeri protein kinaz familya proteini (BA
ath-miR393a-5p AT2G24210 3.0 Terpen sentaz 10 (TPS10)
ath-miR393a-5p AT5G11380 3.0 1- deoksi-D-ksiliiloz 5-fosfat sentaz 3 (DXPS3)
ath-miR393a-3p AT1G61350 3.5 ARM tekrar sitiper familya proteini
ath-miR393a-3p AT3G23020 3.5 Tetrarikopeptid tekrar (TPR) benzeri siiper familya proteini
ath-miR393a-3p AT3G13040 3.5 myb-benzeri HTH transkripsiyonel regiilator familya proteini
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Tablo 3. miR393'lin hedefledigi genlerin GO zenginlestirme biyolojik stire¢ analizi (GO enrichment biological process analysis of

genes targeted by miR393).

GO: Biyolojik Siire¢ Zengi:n(lz;tirme Is[l:glengeel:'liis
Polen matiirasyonu >100 9.42E-10
Oksin ile aktiflesmis sinyal yolag: > 100 2.48E-08
Oksin uyarisina hiicresel cevap 90.93 1.23E-07
SCF-bagimh proteozomal ubikuitin-bagimh protein katabolik siirec¢ 72.53 2.92E-07
Androecium gelisimi 72.53 7.77E-09
Stamen gelisimi 72.53 7.77E-09
Floral whorl development 39.46 1.48E-07
Floral organ gelisimi 31.34 4.51E-07
Gelisimsel matiirasyon 30.93 7.90E-06
Proteazom aracili ubikuitin bagimh protein katabolik siirec 24.18 2.04E-05
proteazomal protein katabolik siirec 22.82 2.56E-05
Cicek gelisimi 21.51 2.78E-06
Ureme siirgiin sistem gelisimi 20.64 3.39E-06
Oksin yaniti 20.38 3.95E-05
Hormon aracili sinyal yolag: 18.00 6.54E-06
Polen gelismi 17.61 6.92E-05
Gametofit gelisimi 16.52 9.88E-06

Tablo 4. miR393'Un hedefledigi genlerin GO zenginlestirme molekdiler fonksiyon analizi. (GO enrichment molecular function

analysis of genes targeted by miR393).

GO: Molekiiler Fonksiyon Zengiln(li; firme IS::Z:;T;S
Oksin baglayici >100 6.40E-11
Inositol heksakisfosfat baglayici >100 1.14E-09
Hormon baglayici > 100 7.54E-09
Alkol baglayici >100 1.58E-08

seviyesi, bor toksisitesi altinda hassas ve tolerant bug-
day cesitlerinin yaprak ve kdk dokularinda asagi yonlu
reglle oldugu ve bu transkripsiyon faktérinin, bitkiler-
deki bor toksisitesi yanitina katilabilecegi bildirilmistir
[20]. miR393 ve hedef genlerinin dizenleyici modu-
lintn kdék yapisinin kontroll [49], yaprak gelisiminin
dizenlenmesi [50] ve normal bitki buylimesinin sag-
lanmasi [51] gibi oksin cevabini manipile eden birgok
fonksiyonu oldugu kesfedilmistir [52]. Bu miRNAnin
ayni zamanda biyotik ve abiyotik stres ile yakindan
iliskili oldugu belirlenmistir [53,54]. Piringte yapilan
benzer arastirmalar, miR393’Un biyolojik fonksiyonla-
rinin ve oksin yolagi ile dizenlenme mekanizmasinin
yuksek bitkilerde korunmus oldugunu kanitlamistir
[55-57]. B toksisitesine benzer sekilde, miR393’ln
A. thaliana’da [53], pirincte [58] ve seker kamisinda
(Saccharum spp.) [59] kuraklik stresi sirasinda yukari
yonlu reglle oldugu bildirilmigtir.

miR393’lin hedefi, A. thaliana’da oksin reseptori olan
TIR?1’i kodlar. TIR1 enzimi ubikitinasyon yolu ile Aux/
IAA proteinlerinin degredasyonunu destekleyerek ok-
sin sinyallenmesinin pozitif bir regulatortdir [60]. Ya-

kin zamanda yapilan bir calismada miR393’Un asiri
eksprese edildigi piring fidelerinin blyimesinin 1 gun-
[0k kuraklik uygulamasiyla kontrol bitkilerine kiyasla
bastiriidigi bildirmistir [57]. miR393’U asiri eksprese
eden piringler ayni zamanda sentetik oksin analog uy-
gulamalarina karsi asiri duyarhlik géstermistir [57]. Bu
nedenle, artan miR393 seviyeleri, oksin sinyallenme-
sini asagi regule eder ve kuraklik stresi altinda bitki
bliyumesini azaltabilir. Ayrica, miR393’Un inhibe edil-
digi transgenik A. thaliana bitkisinde yaban tipe gore
AtTIR1, AtAFB1, AtAFB2, ve AtAFB3 ekspresyonla-
ri artmis ve bu transgenik bitkilerin tuz ve absisik ait
streslerine karsi direngleri artmistir [61]. Dolayisiyla,
A. thaliana bitkisinde miR393’lUn kismi de olsa fonk-
siyon kaybi tuz stresine karsi tolerans kazandirmigtir
[61]. Kuraklik stresine ve tuz streslerine benzer sekil-
de, bor toksisitesi altinda tespit edilen biytime geriligi,
miR393 hedefli oksin reseptdr regulasyonu ve bHLH
transkripsiyon faktorl ile iligkili olabilir. Bu nedenle,
miR393 inhibisyonuna ydnelik yaklagimlar, bor toksi-
sitesine kargl tolerant bitkiler yetistirme amaciyla kul-
lanilabilir.
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5. Sonuglar (Conclusions)

Sonug olarak, bor toksisitesinin artan konsantrasyonu-
na karsilik, A. thaliana yapraklarinda kismi sararma ve
biytime geriligi artmistir. Ote yandan, A. thaliana’da
1B ve 3B uygulamalari, miR393 ekspresyonunu 3
kata yakin artisa sebep olmustur. Bor toksisitesi altin-
da tespit edilen biylime geriligi, miR393 hedefli oksin
reseptor reglilasyonu ve bHLH transkripsiyon faktori
ile iligkili olabilir. Dolayisiyla, miR393 inhibisyonuna
veya AtTIR1, AtAFB1, AtAFB2, ve AtAFB3 asiri eks-
presyonuna yonelik yaklagimlar bor toksisitesine kargi
tolerant bitkiler yetistirme amaciyla kullanilabilir.
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