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Bitki MikroRNA’lar1: Biyogenezi, Koken ve Evrimi
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Ozet

MikroRNA (miRNA)’lar okaryotik hiicrelerde bulunan, endojen, kodlama yapmayan kisa RNA’lardir. Hemen hemen tiim bitkilerde
tanimlanmis olan islevsel miRNA’lar, yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda olup, mRNA yikimini yonlendirerek veya translasyonu baskilayarak;
bitki biiylimesi, gelismesi ve strese verilen cevaplarda 6nemli rol oynar. Bitki genomunda yer alan miRNA’larin kokeni ve evrimi ile ilgili az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yeni nesil sekanslama gibi yiliksek verimli (high-throughput) araglarin kullanilmaya baslamasiyla son on yilda
tanimlanan miRNA’larin sayis1 ve evrimsel degisimleriyle ilgili bilgilerimiz 6nemli derecede artis gostermistir. Atasal transkripsiyon faktorlerini
diizenleyen miRNA’larin bitki familyalart arasinda korundugunu ortaya koyan calismalar, miRNA’larin ortak bir kokeni olduguna isaret
etmektedir. Korunmus miRNA’larin aksine herhangi bir bitki tiiriinde ifade edilen, filogenetik olarak kisith bir dagilim gosteren ve evrimsel
olarak daha gen¢ oldugu diisiiniilen, ¢ok sayida korunmamis miRNA da bulunmaktadir. Bitkilerde korunmus miRNA’larin, belli bir tiire ya da
soya 0zgii korunmamis miRNA’lardan sayica ¢ok daha fazla oldugu ve tipki korunmus miRNA’lar gibi bu gen¢ miRNA’larin da ¢ok sayida
biyolojik siirecin diizenlemesinde yer aldig1 pek ¢ok caligma ile gosterilmistir. Bu derleme, evrimsel bir bakis agistyla bitki miRNA’larinin
korunumu ve farklilagmasini 6zetlemeyi amaglamaktadir.
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Plant MicroRNAs: Biogenesis, Origin and Evolution

Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are a class of endogenous, non-coding, short RNAs found in eukaryotic cells. Mature miRNA is an around 22
nucleotides (nt) long and they are identified in nearly all plants where they play important roles in growth, development and stress responses by
guiding mRNA cleavage or by repressing translation. However, only limited studies are existent about origin and evolution of miRNAs in plant
genomes. In recent years, high throughput discovery tools such as next-generation sequencing significantly increased the number of known
miRNAs and their evolutionary changes in different organisms. To date, many data demonstrate that subsets of miRNA families, which regulate
ancestral transcription factors, are conserved between plant families, indicating their very ancient origin. In contrast, multiple non-conserved
miRNAs expressed by any given plant species have a limited phylogenetic distribution, suggesting they are evolutionary young miRNAs. Several
studies have shown that plants non-conserved miRNAs already largely outnumber their conserved counterparts and plants use highly conserved
as well as young, lineage specific miRNAs to regulate numerous biological processes. The aim of this review is to summarize the conservation
and divergence in plant miRNAs in evolutionary perspectives.

Keywords: Plant, microRNA, evolution, origin, post transcriptional regulation

GIRIS ilk bitki miRNA’lar1 ise ancak 2002 yilinda kesfedilmistir
[6]. Bugiine kadar bitkilerden hayvanlara, birgok oOkaryotik
canlida binlerce miRNA kesfedilmis ve ¢evrimi¢i miRNA veri
bankalar1 olusturulmustur [7]. 2001 yilindan beri miRNA’larla
ile ilgili yapilan c¢alismalar artarak devam etmektedir

1993 yilinda Caenorhabditis elegans’da “lin-4” isimli
kii¢iik, protein kodlamayan RNA’nin lin-14 geninin 3’
translasyonu olmayan bolgesine (3’UTR) baglanarak, gen

ifadesini diizenledigi kesfedilmistir [1,2]. Ik miRNA olarak  (http//Www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). ~ Kamuya — agik
bilinen lin-4’iin kesfinden yedi yil sonra, 2000 yilinda yine miRNA veritabani olan miRBase’in (Siiriim 20, Haziran 2013)

C.elegans’ta bulunan let-7’nin [3], sineklerden insanlara kadar verilerine £ore; toplamda 206 tiire ait 2.45 21 onciil rleNA ve
birgok tiirde korunmus oldugunun bulunmasiyla [4] bu kiigiik 3 9424 . 1§levsel miRNA B keisfed}lmls, verlba@kaSlna
RNA'’lara verilen 6nem artmis ve 2001 yilindan itibaren kiigiik yu.klenmlstm Bur'llarfi'cin 6100 6nciil miRNA ve 7,300 1s’levsel
ve protein kodlamayan bu transkriptler “mikroRNA” olarak ~ MiRNA 71 bitki tirinde tanimlanmis olan miRNA’lardur
adlandirilmaya baglanmustir [5]. (Sekil 1) (http://www.mirbase.org/).
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Sekil 1. mikroRNA ile ilgili yapilan yaymlarm yillara gére dagilimi
(mavi)  (Pubmed.com’dan  Aralik-2013’te  alinan  verilerle
olusturulmugtur). miRBase veri bankasmma yiiklenmis miRNA
sayilarinin yillara goére dagilimi (kirmizi) (miRBase.org).

miRNA’lar bitki ve hayvanlardaki gen ifadesinin énemli
genetik diizenleyicileri olarak tamimlanmaktadir. Bugiine
kadar yapilan caligmalar, bitki miRNA’larimin  doku
farklilagmasinin ve gelisiminin kontroliinde, sinyal iletiminde,
abiyotik (su kith@, kuraklik, tuzluluk vb.) ve biyotik
(patojenler) stres gibi ¢evresel etmenlere verilen cevaplarda
rol oynadiginm1 gosteren bir¢ok kanit ortaya koymustur [8, 9,
10].

Bitki miRNA’lar1 transkripsiyonel/transyonel baskilama
sirecinde gen ifadesini diizenleme islevini [11, 12];
fitohormonlarla etkilesim [13, 14, 15, 16], miRNA’larin
biyogenezini kontrol etme [17] ya da ta-siRNA’larin (trans —
acting small interfering RNAs) biyogenezini kapsayan [18]
cesitli yollar izleyerek gerceklestirebilir [19].

Hayvan miRNA’larimin ¢ogu, intron veya kodlama
mesajlarinin translasyonu ger¢eklesmeyen bolgelerinden ya da
primer transkriptler iceren rastgele onciillerden tiirevlenirken
[20, 21], bitki miRNA’larinin ¢ogunlugunu kodlayan lokuslar;
protein kodlamayan, bagimsiz transkripsiyon iinitelerinden
olusturulurlar [22, 23].

Bitki miRNA’larinin biyogenezine iligskin pek ¢ok ayrinti
Arabidopsis thaliana modelinde belirlenmistir. Genomik
DNA’dan  sentezlenen primer miRNA  (pri-miRNA)
transkriptleri, RNA polimeraz II enzimi tarafindan iiretilir [24]
ve protein kodlayan transkriptlerde oldugu gibi 5°-ucuna 7-
metilguanozin sapkasi [24], 3’-ucuna ise polyadenilat kuyrugu
(Poli-A dizileri) [25, 26, 27] eklenir [28, 29].

Protein kodlayan transkriptlerden farkli olarak pri-
miRNA’lar tam olmayan eslesme bolgelerine sahiptir. Bu
nedenle sap ilmik (stem-loop) ya da sag tokasi (hairpin) yapisi
olarak adlandirilan  kendi iizerine geri katlanmalar
olusturabilirler [30]. Pri-miRNA’larin sa¢ tokasi igeren bu
ikincil yapilari, 70 ile yiizlerce baz araliginda olabilen
heterojen bir uzunluga sahip olabilmektedir [28, 31]

Arabidopsis’te bulunan dort Dicer-like enzimden, Dicer-
like 1 (DCL1) bitki miRNA biyogenez siirecinin ana
bilesinidir [28, 31]. Bu proteinler, yalniz ¢ift zincirli RNA
(dsRNA)’lara baglanacak sekilde o6zellestiklerinden mRNA
gibi tek zincirli RNA’lan islemezler [32, 33]. Riboniikleaz
(RNAse) tip 1l olan DCL1, pri-miRNA ikincil yapisini
keserek, onciil miRNA’yt (pre-miRNA) olusturur. Pre-
miRNA’lar, niikleusun Dicing-cisimcigi (D-bodies) denen
bolgesinde [34] DCLI1 tarafindan tekrar kesilerek, 21-22
niikleotid uzunlugunda miRNA/miRNA* dupleksi olustururlar
[6, 23, 25, 30]. Bitki pri-miRNA’larinin biiyiik kismu tek bir
miRNA/miRNA* dupleksi olusturmasina ragmen, miR159 ve
miR319 gibi bazi lokuslar ayni sa¢ tokasi yapisindan ¢oklu
dupleksler olusturabilmektedir [28, 35].

Pre-miRNA iretim siirecinde DCL1 diginda diger
proteinlerin de destekleyici rol oynadiklari bildirilmistir.

Bunlardan, DAWDLE (DDL) pri-miRNA’nin DCL1 kesimine
kadar stabil kalmasimi saglayan, DCLI ile etkilesen bir
proteindir [36]. Diger yardimci proteinler; dsSRNA baglanma
proteini HYPONASTICLEAVESL (HYL1) [37], C,H,; ¢inko
parmak protein SERRATE (SE) [38] ve sapka baglama
kompleksi (ABH1/ CBP80 ve CBP20) [39, 40] proteinleridir
[33]. HYL1 ve SE proteinlerinin fonksiyonunun DCL1
tarafindan yiiriitillen kesme isleminin etkisini ve duyarliligini
arttirmak oldugu belirlenmigtir [23, 41].

Olusan miRNA/miRNA* dupleksindeki her bir miRNA
zinciri, HUA ENHANCER1 (HEN1) tarafindan 3’ ucundan
metillenerek parcalanmaktan korunur [42]. Bu islemden sonra
miRNA/MiIRNA*  dupleksi, importin-p smufi  bir
niikleositoplazmik tasiyict olan HASTY(HST) araciligiyla,
niikleustan sitoplazmaya tasinir (Sekil 2) [8, 28, 29, 43].
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Sekil 2. Bitkilerde miRNA biyogenezinde 6nemli adimlarin ozeti
[23].

Sitoplazmaya tasinan miRNA/miRNA* dupleksinin bir
zinciri (miRNA¥*) yikilirken, islevsel olan diger miRNA
zinciri, RNA-uyarimli susturma kompleksinin (RNA-induced
silencing complex - RISC) bir bileseni olan Argonaut (AGO)
proteiniyle birlesir. RISC kompleksinde, miRNA ile tam ya da
tama en yakin eslesme gosteren hedef mRNA’lar algilanir
[44]. miRNA’nin hedef mRNA’ya baglanmasi ise mRNA’nin
yikilmasina veya translasyonunun baskilanmasina neden olur
[45, 46].

Bitki miRNA’lar1 ve hedeflerinin evrimi i¢in Onerilen
mekanizma, hayvan miRNA’lar1 ve hedeflerinin evrimi i¢in
6nerilen mekanizmadan farklidir [22, 47, 48]. Hayvanlarda
miRNA, genellikle hedef mRNA’nin 3’UTR bolgesiyle eksik
eslesme gosterir.  Hayvan miRNA’larmin  yalmiz  “seed
bolgesi” ad1 verilen 6-8 bazlik baglanma bolgesi tam eslesme
sergiler [49, 50, 51]. miRNA ile hedef mRNA arasindaki bu
zayif eslesme genellikle translasyonun baskilanmasiyla
sonuglanir [20]. Bunun aksine bitki miRNA’lar1, genellikle,
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pek ¢ok mRNA’da yalniz bir tane miRNA eslesme bdlgesi
iceren kodlama bolgesini dogrudan hedefler. Tam ya da tama
yakin olan bu eslesme genel olarak hedef mRNA’nin
parcalanmasiyla, nadiren de translasyonun baskilanmasiyla
sonuglanir (Sekil 3) [20, 48, 51, 52, 53].
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Sekil 3. Hayvan ve bitkilerde, islevsel mikroRNA / hedef eslesme
ortntiileri [53].

Bitki miRNA Genlerinin Evrimsel Kokeni

miRNA genlerinin evrimsel kdkenine iliskin birgok farkli
mekanizma Onerilmistir. Bunlardan ilki yeni miRNA
olusumunun, protein kodlayan genin duplike olmasi ve
ardindan insersiyona ugramast sonucu gergeklestigini ileri
stiren duplikasyon hipotezidir (Sekil 4-11) [22, 31, 54, 55, 56].
Protein kodlayan genden koékenlenen insersiyona ugramis
miRNA’nm, o genin transkriptiyle eslesebilme olasiliginin
yiiksek olusu gbz Oniine alindiginda, onerilen bu mekanizma
miRNA’larin kokenini agiklamasi bakimindan oldukga cazip
goriinmektedir (Sekil 5-A) [56].
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Sekil 4. Bitkilerde (siyah oklar) miRNA genlerinin evrimsel kokenini
gosteren olast mekanizmalarin, Drosophila tiirleriyle (gri oklar)

karsilagtirmali  olarak gosterilmesi. Oklarin  kalinligt  6nerilen
mekanizmalarin gozlenme sikligini belirtmektedir [S6].
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Nitekim Allen ve arkadaslar1 (2004) Arabidopsis
thaliana’da miR161 ve miR168 genlerinin inversiyona
ugramis duplikasyonlardan olustugunu rapor etmislerdir [22].
Daha sonraki c¢aligmalarda da inversiyona ugramis
duplikasyonlardan  kdkenlenmis bircok miRNA  geni
tanimlanmis [31, 54] ve yeni miRNA’larin duplikasyon ve
inversiyonla olustugu ortak yargisi ifade edilmistir [S7].

miRNA’larin kékenine iliskin bir diger mekanizmada ise,
o6nceden var olan miRNA genlerinin ardil mutasyonlar
gecirmesi ile yeni miRNA’larin  olusabilecegi ileri
stiriilmektedir (Sekil 4-1). Bitkilerde her bir miRNA gen
ailesinin birgok miRNA geninden olustugu diisiildiigiinde
[58], bu mekanizmanmn bitkilerde miRNA’larin kdkenini
aciklamaya yonelik Onemli bir mekanizma oldugu
goriilmektedir (Sekil 5-A) [56].

Ayrica, bazt miRNA genlerinin kdokeninin, insan
genomunun neredeyse yarisini, bitki genomlarinin ise yiizde
sekseninden  fazlasini  olusturan  transpozonlar  (TE)
olabilecegini gosteren kanitlar mevcuttur (Sekil 4-111, Sekil 5-
C) [56, 59, 60]. Ozellikle, DNA-tip transpozonlarin spesifik
bir smnifi olan minyatlir invert tekrarli yer degistirebilen
elementler (miniature inverted repeat transposable elements,
MITEs), DCL proteinleri i¢in substrat haline gelerek miRNA
genleri olugturma potansiyeline sahiptir. Arabidopsis thaliana
ve Oryza sativa’da MITE’lerden ve diger yer degistirebilen
elementlerden  meydana  gelmis miRNA  genlerinin
belirlenmesiyle desteklenmistir [59].

Oryza sativa ve Sorghum bicolar’da bulunan c¢oklu
miRNA gen ailesinin bir transpozon olan Stowaway ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Stowaway elementlerinden olusan 25
MiR-437 sa¢ tokasi yapisinin, 22 tanesinin Sorghum bicolar
genomunda ve diger igiiniin de basgka bitki tiirlerinde
kodlandigi bulunmustur. Oryza sativa tiiriine 6zgii olan miR-
441, -809, -812, -814, -818, -819 ve -1,862 gen ailelerinin de
olusmasinda Stowaway transposonlarmm katkist oldugu
yapilan c¢alismalarda gosterilmisticr [60]. Leglimenlerde,
Medicago truncatula’ya 6zgii 81 miR sag tokasi yapisindan,
13 miR ailesinin MuDR elementleriyle uyusmast da bu
ailelerin  kokenlerinin MuDR  transpozonlariyla iliskili
oldugunu ortaya koymaktadir [60].

miRNA’larin kokeni ile ilgili son zamanlarda Drosophila
tirleriyle yapilan bir ¢alismada, hayvanlarda geng
miRNA’larmin genomda rastgele sa¢ tokasi yapilarindan
tiiredigi belirlenmis [61] fakat ayni arastiricilar tarafindan bu
mekanizmanin bitkilerde yeni miRNA genlerinin olusmasinda
baslica kaynak olmaktan uzak goriindiigii bildirilmistir (Sekil
4-1V) [56].

Bitki tiirleri arasinda ¢ok uzun zaman dnce kdkenlendigi
diisiiniilen, son derece korunmus miRNA genlerinin atasal
kokenine ulagmanin biriken mutasyonlar nedeniyle oldukga
gii¢ oldugu da bildirilmistir [57].
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Sekil 6. miRBase (Siirim 16, Agustos 2010) verilerine gére olusturulmus tablo, bitki aileleri (satirlar) arasinda korunmus miRNA genlerini
(stitunlar) gostermektedir. Tire ya da familyaya 6zgii miRNA genleri tabloya dahil edilmemistir. Gri ile renklendirilmis kutulardaki bitki
familyalarinin s6z konusu miRNA gen ailelerini kaybetmis olabilecegi belirtilmistir. Farkli renklerle vurgulanmis miRNA gen aileri ise

tanimlandiklar taksonomik hatti gostermektedir [62].

Bitkiler aleminde evrimsel olarak korunmus birgok
miRNA gen ailesinin var oldugu ve bunlardan bazilarmin
evrimsel olarak birbirinden oldukca uzak olan karayosunlari
ve ¢icekli bitkiler arasinda da korundugu belirlenmistir [53,
62].

Cuperus ve arkadaslari1 (2011) tarafindan, yiiksek verimli
sekanslama yaklagimiyla elde edilmis bircok veri seti
birlestirilerek, kara bitkilerinin ortak atasinda tanimlanmig 8
miRNA gen ailesi (miR156/miR157, miR159/ miR319,
miR160, miR166, miR171, miR408, miR390/ miR391 ve
miR395) tanimlanmustir. Ayrica monokotil ve dikotil bitkiler
arasinda en ¢ok korunmus 21 miRNA gen ailesi de
(miR156/157, miR159/319, miR170/171, miR396, miR166,
miR160, miR167, miR172, miR169, miR164, miR398,
miR399, miR408, miR162, miR168, miR395, miR390,

miR397, miR394, miR393, miR482) miRBase’de
tanimlanmustir (Sekil 6) [62, 63].
miRNA’larin  sadece ¢ok hiicreli bitkilere 0zgii

olmadiklari, tek hiicreli bir yesil alg Chlamydomonas
reinhardtii’de miRNA’larin tanimlanmasiyla anlagilmigtir
[64, 65]. Diger taraftan bugiine kadar yapilan ¢alismalarda,
Chlamydomonas’da bulunan miRNA’lar ile karayosunlar1 ya
da wvaskiiler bitkiler arasinda korunmus miRNA genine
rastlanmamustir [55, 56, 62, 66, 67]. Bitkilerin yesil alglerden
evrildigi diistniildiigiinde, yesil alglerle karasal bitkiler
arasinda ortak miRNA’nin olmayisi, korunmus miRNA
fonksiyonlarinin ¢ok hiicrelilige geg¢is ve karasal yagsama
uyumda 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir [67].

Bitki miRNA’larinin bilinen en erken evrimsel kokenine
dair kanitlar, bitki miRNA’larinin birer {iyesi olan
miR166/miR165 gen ailesinin cigerotlart ve boynuz
otlarindan, agik tohumlu bitkilere kadar degisen farkli
taksonlar boyunca korunmus oldugunu gosteren kanitlarla
ortaya konmustur. Nitekim miR166’nin, kara bitkilerinin
ortak atasina kadar korunmus olmasi olasidir [68]. Bilinen en
eski korunmus miRNA aileleri, bitkilerde miR166/miR165
ve hayvanlarda let-7’nin bitki ve hayvan gelisim siirecinde
farklilagma ve simetrinin olusturulmasinda 6nemli rol
oynadig1 ileri siiriilmektedir [69]. Temel biyolojik islevleri
diizenleyen bu miRNA’larin biiyiikk bir olasilikla ortak bir
atada ortaya ¢ikmis ve daha sonra yeniden diizenlenmis olma
olasiligr yiiksektir [47, 69]. Bitki ve hayvanlarda bir¢ok
korunmus miRNA bulunmasina karsi bu iki alem arasinda
ortak miRNA’larla ilgili ikna edici bir kanit bulunamamistir.
Bitki ve hayvanlarda miRNA yapisi ve mekanizmasi
birbirinden oldukga farkli olsa da, biyogenez siirecinde ayni
ya da homolog anahtar proteinlerin var olmasi; kokensel

RNA interferans (RNAi) mekanizmasinda bitki ve hayvan
miRNA  yolaklarinin  bagimsiz  olarak  evrimlesmis
olabilecegini diistindiirmektedir [8, 69, 70, 71, 72]. Alternatif
bir hipotez ise, bu iki grubun her birine ait miRNA
yolaklarinin ortak atada var olan miRNA benzeri bir yolaktan
tiirevlendigini ileri siirmektedir [72].

Aslinda, miR854 ve miR855 genlerinin hem bitkilerde
hem de havyanlarda tanimlandigini belirten bir caligma
Arteaga-Vazquez ve arkadaslar1  tarafindan  (2006)
yaymlanmistir. Fakat daha sonra, sekans verilerinin detayli
analizi Arabidopsis thaliana’da miR854 ve miR855 olarak
tanimlanan [73] bu lokuslarin, tipik olarak siRNA (small
interfering RNAs) orlintiisii  oldugunu, ger¢ek miRNA
olmadiklarin1 ortaya koymustur [31, 54, 71]. Bununla
beraber, yakin zamanlarda yapilan bir ¢alismada insan ve fare
gibi memelilerin doku ve serumlarinda eksojen piring
miRNA’st miR168a belirlenmis, bunun insan ve fare
karacigerinde diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor adaptor
protein 1 (LDLRAP1) mRNA’sina baglanarak LDLRAP1
ifadesini baskiladig1 ve sonug olarak fare plazmasindan LDL
¢ikiginin azalmasina neden oldugu gosterilmistir [74].
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UCAGAGGAAGU
UCAGAUGAUGU

UAAUGCUCAUCAG
UGCGCAAUUUGGU
UGCGCAGUUCGCU
UGCUCAAUUUGGU
UGCUCAAUUUGGU
UAACAAUGGCCAU
UGAUCGCUUUAAC

GAGAGAUUUUAC
UGAGAGGCUUUAC

Konsensiis
+ oAGAUAAUGCUCCUGCAGGCAUACl‘\GGGAGCCAGGCAUGAUCAAUUUGAU

osa-miR160a
osa-miR160b
osa-miR160c
osa-miR160d
osa-miR160e
osa-miR160£
ath-miR160a
ath-miR160b
ath-miR160c
smo-miR160a
smo-miR160b
ppt-miR160e
PPt-miR160¢
ppt-miR160a
ppt-miR160g
ppt-miR160h
ppt-miR160b
ppt-miR1604
ppt-miR160c
ppt-miR160d

Sekil 7. miR160 dizisi ve hedef bolgeleri farkl bitki tiirleri arasinda
filogenetik olarak korunmusgtur. A. thaliana, O. sativa, P. patens, ve
S. moellendorfii’deki ARF mRNA fragmentlerinin miR160 ile
eslesme gosterdigi fragmentler yukarida belirtilmistir. Mavi ile
isaretlenmis bazlar, dizinin %75’den fazlasin1 sunmaktadir. Asagi
boliimde ise, ayni tiirde ifade olan miR160 dizileri gosterilmektedir
[72].
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Bitki tiirleri arasinda miRNA’lar ve bunlarin hedef
dizilerdeki baglanma bolgeleri, filogenetik dagilimda yiiksek
oranda benzer Oriintii gostermektedirler ve farkli tiirlerde
korunmus miRNA’larin ¢ogunlugu her bir tiirde homolog
genleri diizenlemektedir [8, 54, 68, 75, 76]. Cogu bitki
tirinde miRNA’lar ve onlarin hedef genlerinin evrimsel
olarak korunmus olmasi, miRNA’lar ile hedef genlerin
birlikte evrilmis olmast gerektigini ve miRNA/hedef
eslesmesinin bitkisel evrim siirecinde uzun dénemler kararl
olduklarmi diisiindiirmektedir [53, 58, 72]. Ornegin
Arabidopsis’te  oksin yamt faktori (ARF) genlerini
diizenledigi bilinen miR160’mn, tanimlandig: her tiirde hedef
ARF dizilerinin de korundugunu ortaya koyan gii¢lii kanitlar
mevcuttur (Sekil 7) [72, 77, 78].

Tiire ya da Soya Ozgii miRNA’lar

Birgok miRNA gen ailesi farkli bitki tiirleri arasinda
yiiksek oranda korunmusken, yakin zamanda evrilmis
miRNA genlerinden kdkenlenen bazilar1 ise sadece birbirine
yakin tiirlere ya da tek bir tiire 6zgii olabilmektedir [22, 62].
Tiire 6zgli miRNA’larin, genel olarak daha diisiik seviyelerde
ifade olmalar1 geleneksel metotlarla belirlenmelerini
zorlagtirmaktadir. Yeni nesil sekanslama teknolojilerinin
sagladig1 hizli ve yiiksek verimli yaklasim; tiire 6zgii veya
diisik miktarda bulunan miRNA’larin  kesfedilmesini
olanakl kilmagtir. Yiiksek verimli sekanslama
teknolojilerinin model organizma olan Arabidopsis’te ilk
kullanimindan sonra [31, 54]; piring [79, 80, 81], kavak [82],
asma [83], Medicago truncatula [84, 85], Taxus chinensis
[86] ve daha birgok tiirde bilinen, tiire 6zgii miRNA’larin
sayisinda 6nemli artig olmustur [53].

Karayosunu Physcomitrella patens [87] ve Kibrit otu
Selaginella moellendorffii’de [75] de soya 6zgii miRNA’larin
belirlenmesi, evrimsel olarak korunmamig miRNA’larin
varliginin kara bitkilerinin ¢esitlenmesi agisindan evrensel bir
ozellik olduguna isaret etmektedir [31, 46, 48].

Korunmamig miRNA’larin tek bir tiire ya da soya 6zgii
olusu veya daha fazla sayida miRNA’nin ise yalniz bir kag
yakin tiirde belirlenmesi, miRNA’larin olusum ve yok olma
oranlarmim yiiksek olduguna isaret etmektedir. Korunmus
miRNA’lara gore tiire ya da soya 6zgli miRNA’larin pek ¢cok
farkli 6zelligi vardir: Bu miRNA’larin ya hedefleri yoktur ya
da hedeflerini heniiz bilinmeyen kriterlerle tanimaktadirlar.
Ayrica, ¢oklu paraloglar yerine diisiik miktarda bulunan tek
kopya genler tarafindan sifrelenen sa¢ tokasi onciillerinden
islevsel miRNA’lar1 olusturma siiregleri de daha heterojendir
[53, 55, 88].

Korunmus miRNA 25 korunmus

gen ailesi yok miRNA gen ailesi
44 korunmus
9 korunmus miRNA gen ailesi
mIRNA gen allesi 69 korunmus
miRNA gen

22 korunmus ales]

mIRNA gen ailesi

% s e‘b %i;% »
: @,%%%
" Eurosid

s ~110 My
/’ Eudicots

.7 ~160 My
¢ Angiosperms
’

A. thakiana = Toplamida 92 miRNA gen ailesi
A. lyrata = Toplamda 84 mIRNA gen allesi

Sekil 8. Arabidopsis’de korunmus miRNA gen aileleri ile diger
bitkiler arasindaki iligki [55].

Bunun yani sira, korunmus ve tiire 6zgii genlerin ifade
diizeyleriyle ilgili olarak yapilan genellemede; miR395 [26]
gibi bazi korunmus miRNA’larin  optimum biiyiime
kosullarinda diisiik diizeyde ifade olabilmesive miR161 gibi
daha az korunmus bazi miRNA’larin [31, 54] ise nispeten
daha yiiksek diizeyde ifade edilmesi gibi istisnalarin oldugu
da not edilmelidir [55, 72, 88].

Yaklasik 10 milyon yil 6nce ortak bir atadan tiirlesmis
olan Arabidopsis thaliana ve Arabidopsis lyrata’daki miRNA
genlerini  karsilagtiran, yakin zamanda yayinlanmis bir
calisma, iki tiirde tanimlanmig miRNA genlerinin en az
%13’{iniin her bir tiir i¢in 6zgiin oldugunu gostermistir (Sekil
8). Gen¢ miRNA genlerinin siklikla olusma — yok olma
deviniminde, fonksiyonlar ile iliskili olmaksizin evrimsel
olarak kisa omiirlii olduklar: ortaya konulmus ve Arabidopsis
soy hattinda miRNA deviniminin bir milyon yil i¢in 1,2 ile
3,3 miRNA geni arasinda oldugu ileri siiriilmiistiir [55].

Kazanilan ve Kaybedilen miRNA genleri ve gen
aileleri

Tipki protein kodlayan genler gibi miRNA genleri de; yer
degistirme, insersiyon, delesyon, rekombinasyon ve dogal
secilim gibi evrimsel siireglere tabiidir [89]. Bir kez olusan
miRNA’larin kaderi, hiicrede istlendikleri/iistlenecekleri
islevlere baghdir. Dolayisiyla, transkripsiyon faktorleri [47],
F-box proteinleri [26] gibi diizenleyici proteinleri ve miRNA
biyogenezinde gerekli proteinleri diizenleyen miRNA’larin
[17, 90, 91] evrimsel olarak korunmus olmasi beklenilen bir
durumdur [8, 89]. Bu miRNA’lar diizenledikleri hedef ile
bitkinin uyum giiciinii arttirabildiklerinden dogal segilim
boyunca korunmuslardir. Geng miRNA’larin birgogu ise ya
diizenleme yapabilecegi hedef geni bulamadiklar1 ya da
bitkinin adaptasyonunda islevsel olamadiklarindan evrimsel
siirecte hizla elenmistir. Oyle ki, geng miRNA’larin yalniz
kiiglik bir kismi dogal segilim agisindan avantajli bir iglev
kazanabilmis ve korunabilmistir [72, 89].

Nozawa ve arkadaslar1 (2012) biyoinformatik teknikler
kullanarak 11 bitki tlirinde miRNA’larin evrimsel degisimini
inceledikleri ¢alismalarinda, ~1400 TE benzeri olmayan ve
~300 TE benzeri miRNA geni tanimlamiglardir. TE benzeri
olmayan bu miRNA genlerinin nasil evrildiklerine dair bir
oriintii olusturabilmek i¢in, parsimoni metodu kullanarak
atasal tiirlerdeki minimum sayidaki miRNA genleri ile bitki
evrimi boyunca kazanilmig ya da kaybedilmis miRNA
genlerinin sayisini belirlemislerdir (Sekil 9) [56]. Daha 6nce
birkag calismada belirtilmis oldugu gibi [55, 66, 71] bu
caligmada da, yesil algler ve kara bitkileri arasinda homolog
miRNA’lar tanimlanamamigtir (Sekil 9-A). Bu sonug, yesil
algler ve kara bitkileri ayrilmadan Once ortak miRNA
genlerinin bulunmadigi anlamma gelmez, ¢linkii var olan
atasal miRNA genlerinin bitki evrimi sirasinda kaybolmusg
olmasi olasilig1 da ileri siiriilmiistiir [56]. Yesil algler ve kara
bitkilerinin ayrilmasindan sonra, kara bitkilerinde miRNA
genlerinin sayisinin hizla arttig1 ve drnegin ¢icekli bitkilerin
atasinda 82 miRNA geni kazanildigr hesaplanmistir. Ayni
periyotta genlerin sayisi kadar olmasa da gen ailelerinin de
sayisi artmigtir. Bu sonug, ayrim siirecinde kazanilan
miRNA’larin ¢ogunun, miRNA genlerinin duplikasyonuyla
kazanilmig olabilecegine isaret etmektedir. Bu periyottan
sonra genlerin sayisindaki evrimsel degisim, her bir soy
cizgisinde farkli oranlarda gerceklesmistir. Ornegin piring;
cigekli bitkilerin evrim siirecinde 127 gen kazanmug ve 1 gen
kaybetmigken, papaya ayni siiregte sadece 8 gen
kazanabilmis ve 25 gen kaybetmistir (Sekil 9-A). Aym
durum gen ailelerinde de gozlenmistir (Sekil 9-B) [56].
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Sekil 9. Atasal tiirlerdeki(A) miRNA genleri ve (B) gen ailelerinin ve
bitki evrimi boyunca kazanilmis ya da kaybedilmis miRNA genleri
ile gen ailelerinin sayisi. Karelerin i¢indeki sayilar, atasal ya da
bugiin hala var olan tiirlerdeki miRNA genleri veya gen ailelerinin
sayisini belirtmektedir. Dallarin iizerindeki sayilar, kazanilmis (+) ve
kaybedilmis (-) miRNA genleri ve gen ailelerinin sayisini
belirtmektedir. Parantez icinde belirtilmis (+) sayilar ise protein
kodlayan genlerden olusmus olma potansiyeli tasiyan kazanilmig
miRNA gen ailelerinin sayisin1 belirtmektedir [56].

SONUC

miRNA’larn kesfi ve biyolojik islevlerinin gegerliliginin
kanitlanmasi, biyolojik bilimlerde devrim etkisi yaratmustir.
Bilim camiasimin; gen ifadesi, gen diizenleme ve RNA

islevselligi konusunda ilgisini yeniden canlandirarak,
geleneksel  bakis  agilarint  tekrar  degerlendirmeye
yoneltmisgtir.  Ayrica, molekiiler biyolojinin  mihenk

taglarindan olan “santral dogma hipotezi”ni zora sokarak,
“cOop (junk) DNA hipotezi”nin aksini belirtmigtir. Cop
DNA’nin, DNA’nin biiyiik bir kismini olusturdugu, evrimsel
fosiller olarak genomda zamanla biriktigi ve biyolojik bir
amact olmadig: diistiniiliirken, miRNA gibi kiigiik RNA’larin
kesfedilmesiyle bunlarin islevsel olabildigini gosterilmistir.

miRNA’larin kokeni ve evrimine iliskin ¢aligmalar, son
bes-on yil igerisinde yapilmaya baslanmistir. Biyolojik
stireclerin 6nemli genetik diizenleyicisi olan miRNA’larn
evrimsel bir bakis acgisiyla ele alinmast ve olasi
mekanizmalarinin agiklanmasi, miRNA’larin islevlerini ve
miRNA/hedef etkilesimlerini daha iyi  anlamamizi
saglayacaktir.

Evrimsel olarak uzun zaman once ayrilmis olsalar da;
bazi kara bitkilerinin, gelisimsel kontrol siireglerinin ayni
miRNA/hedef etkilesimlerini igerdigi gozlenmistir. Bunun
yani sira, biiyiik oranda farklilik gésteren, olusum ve yok
olma oranlar1 yiiksek, tiire ya da soya 6zgii miRNA’lar da
tanimlanmustir.  Gelecekte ¢aligmalarin, ayni  kontrol

elemanlarmin farkli fenotipik ¢iktilara nasil neden oldugunu
ve tiire ya da soya 6zgli miRNA’larin islevlerini daha detayli
aciklamasi beklenmektedir.

Giinlimiize kadar pek cok sayida miRNA tanimlanmig
olmasina karsin, heniiz ¢alisilmamig birgok farkli tiirde,
o6nemli olabilecek ¢ok sayida miRNA kesfedilmeyi
beklemektedir. Gelecekte, bilgisayar temelli araglarin daha
cok gelistirilmesiyle, farkli hiicre tiplerinde ve farkli
gelisimsel durumlardaki post-transkripsiyonel diizenleme
mekanizmalarinin daha kapsamli bir sekilde anlagilmasi ve
belki de hiicre ya da dokuya 6zgli miRNA’lar1 tanimlamak
miimkiin olabilecektir.
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