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Arastirma Makalesi Ozet
MikroRNA (miRNA), gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi
Gelis Tarihi diizenlenmesinde iglev goren kiigiik (~ 22 niikleotid) kodlamayan bir RNA

molekiiliidiir. Onceki ¢aligmalar, miRNA nin bitkilerin olumsuz kosullara
kars1 direng kabiliyetinde 6nemli bir rol oynadigini gdstermistir. Bu

16/08/2022 aragtirmada, 6nemli bir model organizma olan Arabidopsis thaliana’da
miR156 ailesine dizilerin olgun, &ncil ve promotor dizi karakterizasyonu
Kabul Tarihi yapilmistir.  Biyoinformatik yaklagimi  kullanarak, ath-miR156 gen

promotdrlerinde 6ngorilen cis diizenleyici elementleri ve ayni anda
miR156 hedefli genleri tahmin edilmistir. Sonuglar, olgun ath-miR156

26/08/2022 dizilerinde yiiksek koruma oldugunu, ancak oncii dizilerde olmadigini
gostermigtir. ath-miR156 gen promotdrlerinde bulunan gesitli cis
duzenleyici elementlerin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis, kodlamayan RNA, miR156, mikroRNA.

Research Article Abstract
MicroRNA (miRNA) is a small (~22 nucleotides) non-coding RNA
Received molecule that functions in the post-transcriptional regulation of gene

expression. Previous studies have shown that miRNA plays an important
role in the ability of plants to resist adverse conditions. In this study,

16/08/2022 mature, precursor and promoter sequence characterization of miR156
family sequences in Arabidopsis thaliana, an important model organism,
Accepted was performed. Using the bioinformatic approaches, predicted cis

regulatory elements in ath-miR156 gene promoters and simultaneously
miR156 targeted genes were predicted. The results showed high

26/08/2022 conservation of mature ath-miR156 sequences, but not leader sequences.
Various cis regulatory elements have been identified in the ath-miR156
DOl gene promoters.
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Arabidopsis thaliana'daki ath-mir156 Gen Ailesinin in Siliko Analizi

1. Giris

MikroRNA'lar (miRNA'lar) bitki ve hayvanlarda transkripsiyon sonrasinda mRNA’larin
parcalanmasi veya belirli genlerin ekspresyonunun baskilanmasi yoluyla gen diizenlemesinde dnemli

islevlere sahip 20-24 niikleotit uzunlugunda kodlamayan RNA'lardur.

Polimeraz 2 tarafindan DNA’dan sentezlenen primer miRNA, DGCRS proteini tarafindan
taninir. Drosha&DGCRS8 kompleksi etkileserek RNA molekiillerini kesip prekiirsér microRNA’y1
olusturur. Prekiirsor microRNA artik bir veya daha ¢ok genin mRNA’sin1 inaktive edebilmek igin
tastyic1 molekiil yardimiyla sitoplazmaya gecip DICER tarafindan taninir. DICER o6nciil diziyi (stem
loop) keser ve kisa ¢ift zincirli mikroRNA molekiiliinii olugturur. Sonraki adimda Argonaute protein 2
(Ago2), DICER ile etkilesir microRNA sarmali ¢oziiliir ve tek zincirli iplik salinir. Ago2’de kalan zincir
(rehber zincir olarak adlandirilir) bazi ilave proteinler ile RISC kompleksi olugturmak i¢in etkilesir. Bu
kompleks artik hedef genin mRNA’smim 3” UTR (untranslated region) kismina komplementer olarak
bir veya birden ¢ok geni inaktive edebilir (1-4).

Hemen hemen tiim 6karyotlarda tanimlanmis olan miRNA'lar gen ifadesi dengesini saglamak
ve cevresel stres faktorlerine karsi adaptasyona izin vermek icin transkripsiyon faktorleri ile birlikte
hareket ederler (5,6). Olgun miRNA dizileri 6nciil dizilerinden tiiretilmektedir. Wang ve arkadaslari
caligmalarinda, gesitli iyelerin bazit miRNA ailelerinin ayni olgun miRNA dizilerine sahip oldugu ancak
farkli onciillerden tiiretildigini buna ilaveten ayni onciillere sahip olan miRNA’larin farkli ¢esitlilikte
olgun dizilere dontistiigiinii bildirmislerdir (7,8). miRNA genlerinin onciil dizilerinin aydinlatilmasi ve

analizi miRNA promotérlerinin bulunmasina ve fonksiyonlarini anlamaya yardimci olacaktir.

Bitkilerde tanimlanan ilk miRNA miRNA156 ailesi iiyeleridir (9). Mirl56 bitki biyumesinin
gecisini diizenlemede, ¢igek ve bitki mimarisinde, hedef gen olan SQUAMOSA promotor baglayict
protein benzeri (SPL)’lerini negatif yonde modiile ederek cicek gelisimi ve meyve kabugu renginin

olusumunda rol oynamaktadir (6,10).

SPL Klad-I genleri biiyiik boyutlari, miRNA156 ve miR157 baglanma bolgelerinin eksiklikleri
ve bitkinin farkli organlar1 arasinda ifade edilmeleri ile karakterize edilir (11-13). Klad-I genlerine
benzer sekilde, SPL Klad-II tyeleri nispeten blyuktir ancak Klad-III genleri daha kisa uzunluktadir.
Her ikisi de miR156 ve miR157 tarafindan negatif diizenlemeden yoksundur. miR156 ve miR157
mutantlarindaki dizi analizleri ve ifade verileri, klad-IV SPL genlerinin miR156 ve miR157 nin her ikisi

tarafindan da diizenlendigini gostermektedir (12,14).

miR156 ailesi bitkiler aleminde yiiksek oranda korunmustur ve ¢ok sayida bitki tiiriinde tespit
edilmistir (15,16). Diisiik gimnospermli bitkilerin yani sira ¢ok sayida monokotiledon ve dikotiledon
bitkiler dahil olmak iizere yiiksek bitki Magnoliophyta’lara kadar uzak akraba tiirlerde de bulunmustur
(17-19). Farkli bitki tiirleri arasinda miR156'lar, 1 ila 31 arasinda degisiklik gostermekte olup toplam
varyasyon diisiik yapili bitkilerden yiiksek yapili bitkilere dogru artan bir egilim gostermektedir (10).
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miR 156, dikkate deger bir bigimde hayvan miRNA'sina benzerligi nedeniyle ilk olarak Arabidopsis
thaliana'da tamimlanmustir (20). Arabidopsis thaliana, bitki biyolojisinde model organizma olarak
yaygin bir sekilde kullanilan kii¢iik ¢igekli bir bitkidir. Arabidopsis, lahana ve turp gibi kultur tarlerini
iceren hardal (Brassicaceae) ailesinin bir tyesidir. Arabidopsis tarimsal agidan biiyiik bir dneme sahip
degildir, ancak kiigiikk genom boyutu ve yetistirme kolayligi, genetik ve molekiiler biyolojide temel
aragtirmalar i¢in Onemli avantajlar sunar. Genomik dizileme Arabidopsis thaliana (Arabidopsis,
Brassicaceae)’da 16 SPL genini ortaya ¢ikarmistir. Bu genler uzun ve kisa olmak iizere iki ana gruba
ayrilabilir; bunlardan ikincisi biiyiik ol¢lide miR156 ve miR157 mikroRNA'lar1 tarafindan
diizenlenmektedir (10,11,21).

Bu ¢alismada biyoinformatik araglar kullanilarak, ath-miR156 mikro RNA ailesinin olgun ve
onciil dizilerinin karakterize edilmesi ve bu mirRNA’lara ait promotor dizilerini tespit etmek ve
promotorlerinde bulunan cis-diizenleyici elementlerin belirlenmesi hedeflenmistir. Analizden elde
edilen bulgularla miR156'nin bitki tiirlerinde korunmus dizi analizi ve cesitliligin anlagilmasinda

literatiire katki saglayacagi diigtiniilmektedir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Genomik analiz

Ath-miR156’ya ait biitiin 6nciil dizi, olgun dizi ve lokasyon bilgileri miRBase veritabanindan
elde edilmistir (http://www.miRBase.org/) (22). Sekanslar MEGA1l (23) programi kullanilarak
CLUSTALW (24) ile dizilenmistir.

2.2. Ath-miR156’nmin potansiyel promotorlerinin belirlenmesi

Promot6r tahmini igin, her bir ath-miR156 geninin 6nciil mikroRNA'larinin upstream dizileri
Ensembl Arabidopsis thaliana genom veritabanindan indirilmistir (25). Onciil-miRNA'nin 5'
kismindaki 1500 bp'lik dizi promotor bolge olarak alinmistir. TSS'ler (Transkripsiyon Baslangic
Bolgesi), kanonik cekirdek promotor elementlerini - BRE'ler (B tanima elementi), TATA kutulari,
INR'ler (baslatict motif) ve DPE'ler (3 promotdr elementi) ve bu elementlerin sinerjik
kombinasyonlarini taramak i¢in bir ara¢ olan Y APP (Eukaryotic core promoter predictor) (26) ile tahmin

edilmistir. Elde edilen promotérler, pre-miR156'nin 5' kismina en yakin olanlardir.

2.3 Ath-miR156 ailesinin cis-diizenleyici elemanlarmin analizi

Potansiyel promotor bolgeleri (pre-miRNA'larin 5' bolgesindeki 1500 bp'lik bélge) cis-

diizenleyici unsurlar1 ve motifleri tahmin etmek i¢in kullanilmistir. Bitki cis-etkili dizenleyici DNA
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elemanlari veritabani olan SOGO NEW PLACE (27), ath-miR156 ailesinin cis-diizenleyici elemanlarini

analiz etmek i¢in kullanilmustir.

2.4. Hedef genlerin tahmini ve islevleri

Arabidopsis thaliana’nin olgun ath-miR156 dizileri miRBase veritabanindan elde edilmistir.
ath-miR 156a/b/c/d/e/f/g/h/i/j'nin hedef genleri, psRNATarget (Stiriim 2017) kullanilarak, daha siki bir
beklenti < 2 kesme esigi disinda, varsayilan parametreler girilerek tanimlanmistir. Hedeflenen genlerin
bilgilerini dogrulamak i¢in RAP-DB veritabani1 kullanilmisgtir. Uniprot veritabani, ath-miR156 hedefli

genlerin islevlerini belirlemek i¢in kullanilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Ath-miR156 gen ailesi sekans kiyaslanmasi

miRBase veritabanindan elde edilen bilgiler 1s181nda, Arabidopsis thaliana’da miR 156 ailesine
ait ath-miR156a, ath-miR156b, ath-miR156c, ath-miR156d, ath-miR156¢, ath-miR156f, ath-miR156g,
ath-miR156h, ath-miR156i ve ath-miR156j’yi i¢eren 10 gen bulundugu belirlenmistir.

miRBase veritabanindan elde edilen bilgilere gére miR156a/b/c/d/e/flg/h/ilj genleri kromozom
(chr) tizerinde sirasiyla, chr2: 10676451-10676573; chr4: 15074899-15075081; chrd: 15415418-
15415521; chr5: 3456632-3456749; chrb: 3867207-3867313; chr5: 9136106-9136237; chr2: 8412516-
8412618; chr5: 22597012-22597117 ve chrl: 19806917-19807113 lokasyonunda yer almaktadir.

Onciil dizi ve olgun diziler kiyaslandiginda, tamamen ortak bir baz dizilimine rastlanmadig1
goriilmiistiir (Sekil 1,2). Ozellikle stem-loop dizi hizalamasima bakildiginda ath-miR156j nin diger
miRNA’larinkinden daha kisa bir diziye sahip oldugu goriilmiistiir. MiR156 Onciillerinin
cesitlendirilmis dizileri, miR156 gen ekspresyonunun nicellestirilmesinde primer tasarlanmasi igin
yararli bir kaynak olarak goriilmektedir. Daha 6nce yapilmis bir ¢galismada miR156’ailesine ait olgun
dizilerin, 6nciil dizilere gore nisbeten kendi aralarinda daha korunmus oldugu dolayisi ile 6ncii dizilerin
daha degisken oldugunu belirtmislerdir (10).

Olgun miRNA hizalamasina bakildiginda ath-miR156d-3p ve miR 156a-3p’nin uzunluklarinin
digerlerinden daha fazla oldugu goriilmistir. Ayrica ath-miR156e, ath-miR156d-5p, ath-miR156i
dizilerinin ¢ok benzer oldugu sadece 14 ve 20. siradaki bazlarda farklilik bulundugu gézlenmistir. Ancak

genel olarak incelendiginde olgun miRNA’lar arasinda korunmus dizilerin oldugu goriilmiistiir.
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————————————————————————————————— AGGAG------GU-GACAGAAGAGAGU
————————————————————————— GAGUGGUGAGGAAUUGAUGGU-GACAGAAGAGAGU
————————————————————————— GAU----GGGGGAAAAGAAGUUGACAGAAGAGAGU

————————————————————————— CAAGAGAAACGCAAAGAAACU-GACAGAAGAGAGU
—————————————————————————————————— CGCAUAGAAACU-GACAGAAGAGAGU
GCUAGAAGAGGGAGAGAUGGUGAUUGAGGAAUGCAACAGAGAAAACUGACAGAAGAGAGU
———————————————————————————————————————————— UUUGACAGAAGAGAGA
——————————————————————————————————— AUGAAAAAUGUUGACAGAAGAAAGA
—————————————————————————————————————————— UAGAUGACAGAAGAGAGA
———————————————————————————————————— AUAACGAAGGCGACAGAAGAGAGU
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Sekil 1. Arabidopsis thaliana’daki 6ncil ath-miR156 dizilerinin hizalanmasi
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SpeciesiAbbry | |
1. ath-miR156a-5p [U
2. ath-miR156a-3p
3. ath-miR156e

4. ath-miR156i

5. ath-miR156d-Sp
6. ath-miR1564d-3p
7. ath-miR156b-5p
8. ath-miR156b-3p
9. ath-miR156h

10. ath-miR156f-5p
11. ath-miR156-3p
12. ath-miR156j

13. ath-miR156g C
14. ath-miR156c-5p
15. ath-miR156c-3p

Sekil 2. Arabidopsis thaliana’daki olgun ath-miR156 ailesine ait dizilerinin hizalanmasi
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Sekil 3. miR156 ailesine ait dnciil dizilerin olusturdugu filogenetik simiflandiriima
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miRNA ailesine ait Onciil sekanslarin olusturdugu NJ filogenetik agacma bakildiginda
miRNA156’ya ait iiyelerini temel olarak %96 ve %83 bootstrap degerleri ile ayristirilarak iki gruba
ayirmistir. Birinci grupta ath-miR156a-3p, ath-miR156b-3p, ath-miR156¢-3p, ath-miR156d-3p, ath-
miR156f-3p iiyeleri yer almistir. ikinci grupta ise ath-miR156h, ath-miR156j, ath-miR156i, ath-
miR156¢-5p, ath-miR156f-5p, ath-miR156b-5p, ath-miR156d-5p, ath-miR156e, ath-miR156a-5p, ath-
miR156g tiyeleri yer almistir (Sekil 3).

3.2. Ath-miR156 gen promotdrlerinin cis-diizenleyici elementlerinin analizi

YAPP programi kullanilarak ath-miR156 gen promotorleri Gzerindeki cis-dizenleyici
elementler Tablo 1’de gosterildigi gibi belirlenmistir. TATA, DPE, INR ve BRE (yalnizca ath-
miR156d’de) motifleri bu ¢alismada arastirilan biitiin miR156 genlerinde tespit edildi.

Cis-diizenleyici elementler, bitki promotérlerinde korunmus dizilere sahip ve ¢esitli stres
durumlarina yanit veren genlerle iligkilidir (5). Tanimlanan ilk 6karyotik ¢ekirdek promotdr elementi
olan TATA kutusu, TATATAAG konsensiis dizisine sahiptir ve transkripsiyon baslangi¢ bdlgesinin
yaklasik 29 bp yukarisinda ortalanmistir. INR (Initiator motif), transkripsiyon baslangi¢ bolgesini kapsar
(korunmus A) ve birden fazla pirimidin (Y) igeren bir konsensiis dizisine sahiptir. Ik olarak Drosophila
promotorlerinde ve daha sonra memeli promotdrlerinde kesfedilen DPE (downstream promoter

element), transkripsiyon baslangic bolgesinin yaklasik 31 bp asagisinda ortalanmustir (28).

Tipik olarak, promotérler TATA kutusu INR, DPE ve BRE (B recognition element) icerirler.
Cekirdek promotordeki elementler olan bu elemanlar, sadece transkripsiyonun baslatilmasina aracilik
etmekle kalmaz, ayn1 zamanda diizenleyici bir unsur olarak da islev goriir (19).

TATA kutusu iyi karakterize edilmis bir promotor elementidir. Bu caligmada, arastirilan
promotorlerde diizinelerce TATA kutusu bulunmustur (Tablo 1). Bu da MIR156'larin islevsel evriminin
yant sira MIR156'larda TATA kutusunun yiiksek oranda korundugunu gostermektedir.

Tablo 1. YAPP programi kullanilarak promotor bolge cis-diizenleyici elementlerin analizi

Sinerjik kombinasyonlar

Core promoter ath- ath- ath- ath- ath- ath- ath- ath- ath- ath-
elements mir- mir- mir- mir- mir- mir- mir- mir- mir- mir-
156a 156b 156¢ 156d 156e 156f 1569 156h 156i 156j
INR 3 9 7 2 10 11 11 5 5 7
TATA 8 9 12 4 29 17 11 5 5 15
DPE 7 2 5 2 25 10 6 6 10 10
31
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Tablo 2. Ath-miR156 gen ailesi 5° diizenleyici bolge dizilerinde tespit edilen potansiyel cis-diizenleyici elementler. 5’
diizenleyici bolgedeki 1.5 kb’lik bolgede YAPP ve PLACE programi kullamlarak tespit edilen diziler

Cis-regilator elementler Sekans miR156
A b c de f g h i j

WRKY710S TGAC 3 8 6 8 7 5 8 15 8 9
WBBOXPCWRKY1 TTTGACY 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1
TATABOX3 TATTAAT 2 1 2 0 0 0 0 0 0 O
MYBCOREATCYCB1 AACGG 1 0 1 2 2 1 0 3 0 O
MYB2AT TAACTG 1 0 O 0 0 0 0 0 1 0
MYB2CONSENSUSAT YAACKG 1 0 O 1 2 0 0 1 2 3
MYBCORE CNGTTR 1 3 4 2 4 2 2 3 4 3
MYB1AT WAACCA 0 2 2 4 1 2 3 3 2 4
MYBST1 GGATA 0 2 0 1 5 2 0 1 3 0
MYB1LEPR GTTAGTT 0 0 1 2 1 0 0 0 0 0
MYBPLANT MACCWAMC 0 0 O 1 0 0 0 0 1 0
MYBGAHV TAACAAA 0 0 O 1 0 2 1 0 1 0
MYBATRD22 CTAACCA 0 0 O 0 1 1 0 0 1 2
MYBPZM CCWACC 0 00 00 0O O 10
MYCCONSENSUSAT CANNTG 6 2 10 2 20 8 16 12 8 10
MYCATERD1 CATGTG 0 0 O 1 1 1 2 0 0 2
MYCATRD22 CACATG 0o 00 1 1 1 2 0 0 2

PLACE programi kullanilarak elde edilen bulgular 1s1ginda, ath-miR156e geni en yuksek
sayida/cesitlilikte  cis-diizenleyici elementlere sahiptir. Bunu takip eden sirasiyla ath-
miR156h/j/g/i/c=d/f/b/a olarak belirlenmistir. Bununla birlikte cis-diizenleyici element c¢esitliligi
kiyaslandiginda miR156¢ ve miR156d en ¢esitlilik tasiyan genler olarak belirlenmistir.

Arabidopsis'te, miR156d ve miR156f, AT5G10946 ve AT5G26146 genlerinin intronunda ayni
yonde tamimlanmustir. ilging sekilde SPL geninin ekzonlar1 i¢inde kendi kendini diizenleyen bir

mekanizma saglamaktadir (10).

Onceki c¢alismalar, Arabidopsis'te miR156b/miR156¢ ve miR156e/miR156f gibi tandem
duplikasyon olarak karakterize edilen hemen hemen tiim miR156 ailesi iiyelerinin ayni intergenik bdlge
icinde meydana geldigini gostermistir (29). Ath-miR156 gen promotorlerinde bulunan cis-diizenleyici

unsurlari iizerine yapilan analiz, miRNA'larin islevlerini tanimak i¢in 6nemli bir destek sunabilir (10).

TATA elementleri (Tablo 2) bitki hormonal sinyaline verilen yanitin diizenlenmesinde
muhtemel bir rol oynamustir (10,19). MYC ve MY B baglanma bdlgeleri (Tablo 2) sirastyla absisik aside
yanit ve kuraklik indiiksiyonunda yer alir (10). WRKY elementleri bitki immun defans sisteminde gorev
alir (30). Bu da miR164 gen ailesinin kuraklik, absisik asit, biyotik ve abiyotik durum kosullarinda
yliksek oranda diizenlendigini gosterir. MIR156 genlerinin ¢ogunun hipoksi, diisiik sicakliklar ve
dehidrasyon stresi yanit siireglerinde énemli oldugunu gosterilmistir. Ozellikle, tiim miR156'lar bitki
biiylimesi ve gelisiminin bir¢ok yoniinii diizenleyen 1s18a duyarlilik yolunda yer almistir (10).

Bu sonuglar, miRNA o6ncii dizilerinin filogenetik analizinin miRNA'larin evrimsel ge¢misini
daha net bir sekilde yansitabilecegini, miRNA olgun dizilerinin ise miRNA'larin korunma 6zelligini

gosterebilecegini giiglii bir sekilde dogrulamigtir (10).
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3.3. Ath-miR156 hedef genlerin tamimlanmasi

Arabidopsis'te miR156, SQUAMOSA™m 10 iiyesini hedeflemektedir. Bunlar, promoter
baglama protein gibi (SPL) transkripsiyon faktorleri ailesinden (SPL2, SPL3, SPL4, SPLS5, SPL6,
SPL9, SPL10, SPL11, SPL13, SPL15) genleridir. Tek gen mutasyonlarinin iglev kazanimi veya islev
kaybi fenotipi, bu aileler iginde yiiksek derecede islevsel fazlalik ortaya koymaktadir.

SPL3'"in fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin belirgin bir fenotipi yoktur, ancak bu genin veya onun
yakindan iligkili paraloglar1 olan SPL4 ve SPL5'in yapisal ekspresyonu erken c¢igek acan bir fenotip
tiretir, yapragin eksen dis1 ylizeyinde trikomlarm iretimini hizlandirir (31,32) ve hiicre boyutunda ve
yetiskin yapraklara 6zgii hiicre sayisinda degisiklikleri saglar (33). SPL9'un asir1 ekspresyonu, yaprak
baslama oranini azaltir ve yaprak boyutunu arttirir (34) ve benzer bir fenotip, SPL15'in bir fonksiyon
kazanci mutantinda gozlenir (33). SPL9 veya SPL15'teki fonksiyon kaybi mutasyonlarmin gelisim
iizerinde minor etkileri vardir. Bu ilgili genler i¢in ¢ifte mutant bitkiler, tek mutantlardan daha giiclii bir
fenotipe sahiptir, bu da onlarin hem vejetatif faz degisimini hem de ¢igeklenmeyi destekledigini ortaya

koymaktadir (34,35).

4. Sonuglar

In silico yaklagimlar kullanilarak Arabidopsis thaliana’daki miR156 gen ailesinin incelendigi
bu ¢alismada promotor bolgede cesitli stres faktorleriyle iligkili cis diizenleyici elementlerin bulundugu,
olgun ath-miR156’larin yiiksek korunmus diziler barindirdig1 ancak 6nciil dizilerde korunmus dizilere

rastlanmadigi belirlenmistir.
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