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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

TUZLULUK STRESINE CEVAPTA ROL OYNAYAN GENLERIN TURLER
ARASI TRANSKRIPTOMIK ANALIZLER iLE ARASTIRILMASI

Fatma Nur OLMEZ

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Dog¢. Dr. Ali Tevfik UNCU
2025, 72 Sayfa

Jiiri
Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU
Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
Dog. Dr. Necibe KAYAK

Domates (Solanum lycopersicum), bugday (Triticum aestivum), kanola (Brassica napus), Soya
(Glycine max) ve misir (Zea mays) ekonomik acidan 6nemli olan bitkilerdir. Bitki tiirlerinde ¢esitli abiyotik
stres tiirlerinde transkriptomik analizler yapilmistir. Fakat tuzluluk stresi altinda belirtilen tiirlerin
kargilagtirtlmasi ve ortak gen arayisi konularinda rapor eksikligi devam etmektedir. Bu nedenle, tuzluluk
stresi altinda tiirler arasi ortak genlerin aranmasi amaciyla mevcut ¢alisma yiriitilmiistiir. Transkriptomik
analizler, bitkilerde birgok ozelligin ve islevin molekiiler agidan detayli olarak agiklanmasina olanak
saglamaktadir. Yiriitiilen tez ¢aligmast kapsaminda tuzluluk stresi uygulanmig bitki tiirlerinin verileri
almarak Galaxy platformu araciligiyla bir dizi algoritma kullanarak veri analizi yapilmistir. Elde edilen
sonuglar bitki tiirleri arasinda karsilagtirilmistir. Abiyotik stres tilirlerinde etki gosteren ortak 17 gen tespit
edilmis ve 8 transkripsiyon faktdrii bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Abiyotik stres, biyoinformatik analizler, transkriptomik analiz, tuzluluk
stresi



ABSTRACT

MS THESIS

INTERSPESIFIC TRANSCRIPTOME ANALYSES FOR THE
IDENTIFICATION OF GENES INVOLVED IN SALT STRESS RESPONSES

Fatma Nur OLMEZ
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THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
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2025, 72 Pages

Jury
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Tomato (Solanum lycopersicum), wheat (Triticum aestivum), canola (Brassica napus), soybean
(Glycine max), and maize (Zea mays) are economically important plants. Transcriptomic analyses have
been conducted on plant species under various abiotic stress types. However, there is still a lack of reports
on comparisons of species under salinity stress and the search for shared genes. Therefore, the current study
was conducted to search for shared genes among species under salinity stress. Transcriptomic analyses
allow for the detailed molecular elucidation of many traits and functions in plants. Within the scope of this
thesis, data from plant species subjected to salinity stress were collected and analyzed using a series of
algorithms via the Galaxy platform. The obtained results were compared among plant species. 17 genes
affecting abiotic stress types were identified, and 8 transcription factors were identified.

Keywords: Abiotic stress, bioinformatic analyses, transcriptomics analyses, salt stress
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1. GIRIS

Bitkilerde tuzluluk stresi biiyiimeyi ve gelismeyi etkileyen onemli bir abiyotik
stres tiirtidiir. Tuzluluk stresi, farkl: bitkiler lizerinde ¢esitli derecelerde olumsuz etkiler
yaratmaktadir. Bazi bitkiler tuza kars1 daha hassasken, bazilar1 da tuzluluk stresine karsi
orta diizeyde tolerans gostermektedir. Her bitkinin tuz toleransi farklidir ve bu durum
bitkilerin kok yapilari, su alma kapasiteleri ve iyon dengeleme mekanizmalarina baglh
olarak degismektedir. Ancak yiiksek tuz seviyeleri her durumda bitkilerin biiyiime ve
gelismelerini, bitki verimini olumsuz etkileyebilmektedir.

Giliniimiizde ekilebilir arazilerde tuz birikiminin artmasiyla birlikte bitki tiirleri
tizerinde tuzluluk stresi onemli bir tehlike arz etmektedir. Topraktaki tuz birikiminin
artmasit bitkinin su alimmi kisitlamaktadir. Sodyum ve diger iyonlarin ¢ok yiiksek
derigimlerde bulunmasi bitki zehirlenmesine yol agabilmektedir. Bu sorunlardan dolay1
bitkilerin tuzluluk stresine kars1 dayaniklilik gosterebilmesi biiyiik bir onem tagimaktadir.

Molekiiler diizeyde yapilan caligsmalarla birlikte strese maruz birakilan bitkilerde
meydana gelen degisiklikler RNA diizeyinde goriilebilmektedir. Bu ¢alismada ikisi ayni
aileden farkli bes bitki tiiriiniin tuzluluk stresi altinda transkriptomik verileri alinmis ve
Galaxy platformunda belirli araclar kullanilarak veri analizi gerceklestirilmistir. Ifadesi
degisen genler tespit edilmis ve zenginlestirme analizleri yapilmistir.

Cesitli analizler sonucunda incelenen bitki tiirleri kapsaminda 20 ortak gen tespit
edilmistir. Bu genlerin genellikle abiyotik ve biyotik stres tiirleri altinda bitki tepkilerinde
rol oynadig1 yapilan literatiir arastirmalariyla beraber belirtilmistir. Ortak genlerin
tespitiyle birlikte incelenen bitki tiirleri kapsaminda 8 ortak transkripsiyon faktorii ailesi
tespit edilmis olup, yine bu TF’lerin abiyotik stres tiirleri altinda strese kars1 tepkide rol
oynadig1 bulunmustur. Gen ontoloji analizi kisminda en az {i¢ tlirde ortak olan genlerin
molekiiler fonksiyonlar1 bagligr altinda sonuglar agiklanmastir.

Incelenen bitki tiirleri; tiim diinyada ve iilkemizde tarimsal agidan 6nem arz eden,
ekonomik acidan olduk¢a Onemli olan bitki tiirleridir. Giderek tuzlulugun bitkiler
izerinde yarattig1 risk sonucunda bitkilerde meydana gelen degisikliklerin tespiti ve
transkriptomiks analizlerinin yapilmas yiiriitiilen tez kapsaminda literatiire 6zgiin bir

kazanim sunmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitki Tiirleri

Domates (Solanum lycopersicum), ¢esitli tarimsal bitkileri (6rnegin patates, biber,
patlican ve tiitlin) iceren Solanaceae familyasinin bir {iyesi olan 6nemli bir mahsul
triintidiir (Genome Mapping and Molecular Breeding of Tomato - Foolad - 2007 -
International Journal of Plant Genomics - Wiley Online Library, t.y.). Koken olarak Peru
ve Giiney Amerika geldigi diisiiniilmektedir. Ilk defa Meksikalilar tarafindan kiiltiire
alimmis olup Yeni Diinya kesfinden sonra Amerika’dan Avrupa’ya ve Diinyanin diger
kisimlarina yayilmistir (Caliskan, 2012). Giiniimiizde Cin ve Amerika Birlesik Devletleri
olmak iizere diinyanin dort bir yaninda ¢esitleri yetistirilebilmektedir. Domates, bir gida
olarak degerinin yani sira meyve olgunlagmasi, bitki-patojen etkilesimleri ve molekiiler
genetik haritalama g¢aligmalart i¢in 6nemli bir model sistem olarak hizmet etmistir.
Domates diploid bir bitki olup 2n=24 kromozomludur (Bai ve Lindhout, 2007). Genomu
yaklasik olarak 900 Mb’dir. Genom dizilimi 2012’de uluslararas1 bir konsorsiyom
tarafindan tamamlanmistir (Sato vd., 2012).

Ekmeklik Bugday (Triticum aestivum), Poaceae familyasina ait bir
monokotiledon olup, piring ve misirla birlikte diinyada en ¢ok yetistirilen ii¢ tahildan
iriinlinden biridir. Giliniimiizde yetistirilen bugdayin kokeni Asya bolgesinde
bulunmaktadir ve oradan diger kitalara yayildig: diisiiniilmektedir (Brambilla vd., 2022).
Bu iirliniin en fazla iiretiminin yapildig1 yerler arasinda Rusya, Cin, Hindistan ve Tiirkiye
bulunmaktadir. 2n=6x=42 kromozomlu allohekzaploid bir bitkidir. Yaklasik olarak
genom biiylikliigii 16 Gb’dir. “International Wheat Genome Sequencing Consortium
(IWGSC)” tarafindan ilk olarak 2018 yilinda genom dizilemesi yapilmistir (The
International Wheat Genome Sequencing Consortium (IWGSC) vd., 2018).

Kanola (Brassica napus), Brassicaceae familyasina ait yag tiretiminde énemli bir
yere sahip bitki tlirtidiir. Koken olarak Avrupa’da dogal yollarla meydana gelen bir
hibritlesme sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Kanada, Cin, Avrupa Ulkeleri basta olmak
tizere birgok lilkede yetistirilmektedir. Bitkisel yag iiretimi, hayvan yemi ve biyoenerji
tiretimi gibi alanlarda kullanimi olduk¢a yaygindir. 2n=4x=38 kromozomlu allotetraploid
bir bitkidir. Genom biiyiikliigii yaklasik olarak 1.13 Gb’dur. Ik olarak referans genomu
2014’te INRA, CIRAD, Beijing Genomics Institute (BGI) gibi kurumlarin da igerisinde

oldugu uluslararasi bir aragtirmaci grubu tarafindan yapilmistir (Chalhoub vd., 2014)



Soya Fasulyesi (Glycine max), Fabaceae familyasina mensup tek yillik otsu bir
bitkidir. Koken olarak Dogu Asya’dan geldigi diisiiniilmektedir. Diinyada en cok
yetistirilen yagli tohum bitkilerinden biri olan Soya fasulyesi; basta ABD, Cin ve
Hindistan olmak iizere iilkemizde de Akdeniz Bodlgesi’'nde smirh diizeyde
yetistirilmektedir. Tek yillik bir bitkidir. 2n=40 kromozomlu ve genom biiylikliigii
yaklagik olarak 1.1 Gb’dir. Genom dizilimi 2010 yilinda Soybean Genome Project
tarafindan tamamlanmistir (Schmutz vd., 2010). Paleoploid bir bitki tiirii olup, 2 defa tiim
genom duplikasyonu gecirmistir. Bundan kaynakli birgok genin birden fazla kopyasi
bulunmaktadir.

Misir (Zea mays), Poaceae familyasina mensup bir bitki tiridir. Kokeni
Meksika’dir. Yaklasik olarak dokuz bin yil Once atasi teosiniteden evcillestigi
diisiiniilmektedir. Hayvan yemi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Boyu yaklasik
olarak 2 ile 3 metreye kadar uzayan tek yillik bir bitkidir. 2n=2x=20 kromozomludur.
Genomu yaklasik olarak 2.4 Gb’dir. (Haberer vd., 2005). Referans genomu ilk olarak
2009 yilinda Maize Genome Sequencing Project kapsaminda yayimlanmistir (Schnable
vd., 2009). Genomu oldukg¢a biiyiik ve karmasiktir. Cogunlukla transpozonlardan (tekrar

eden dizi) meydana gelmektedir.

2.2. Secilen Bitki Tiirlerinin Simiflandirilmasi

Cizelge 2.1. Solanum lycopersicum sistematigi

Domain Okaryotlar
Alem Plantae (Bitkiler)
Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Siif Magnoliopsida (iki genekliler)
Takim Solanales
Familya Solanaceae (Patlicangiller)
Cins Solanum
Tiir Solanum lycopersicum

Cizelge 2.2. Triticum aestivum sistematigi

Domain Okaryotlar
Alem Plantae (Bitkiler)
Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sif Liliopsida (Tek ¢enekliler)
Takim Poales
Familya Poaceae (Bugdaygiller)



Cins Triticum
Tiir Triticum aestivum
Cizelge 2.3. Brassica napus sistematigi
Domain Okaryotlar
Alem Plantae (Bitkiler)
Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Siif Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim Brassicales
Familya Brassicaceae (Turpgiller)
Cins Brassica
Tir Brassica napus
Cizelge 2.4. Glycine max sistematigi
Domain Okaryotlar
Alem Plantae (Bitkiler)
Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Smif Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)
Takim Fabales
Familya Fabaceae (Baklagiller)
Cins Glycine
Tiir Glycine max
Cizelge 2.5. Zea mays sistematigi
Domain Okaryotlar
Alem Plantae (Bitkiler)
Boliim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sf Liliopsida (Tek genekliler)
Takim Poales
Familya Poaceae (Bugdaygiller)
Cins Zea
Tir Zea mays

2.3. Bitkilerde Stres Kavrami ve Tuzluluk Stresi

10

Bitkilerdeki stres kavrami, bitkilerin biiylimesini, gelisimini veya iiretkenligini

olumsuz yonde etkileyen dis etkenleri ifade etmektedir. Stresler, degisen gen ifadesi,

hiicresel metabolizma, biiylime oranlarindaki degisiklikler, {iriin verimleri vb. gibi ¢ok
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cesitli bitki tepkilerini tetiklemektedir. Bitkiler stres altindayken bazi farkliliklar
gosterebilmektedirler. Ancak strese tolerans gosterebilen bitkiler strese maruz kaldiklar
siirecte meydana gelen degisikliklere uyum gostermektedirler. Bitkilerde stres faktorleri

abiyotik stres ve biyotik stres olmak iizere iki baglikta incelenmektedir (Yilmaz vd.,

2011).

- Tuzluluk Stresi - Patojenler

- Sicaklik Stresi - Viriis

- Asirt Su (Su baskini) - Bakteri

- Kuraklik - Kemirgenler
- Radyasyon - Bocekler

Sekil 2.1. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri gdsterilmistir

Stres faktorleri Sekil 2.1.”de gosterildigi gibi siniflandirilmaktadir. Abiyotik stres
tiirlerinden biri olan tuzluluk stresi, her yil kiiresel olarak genis bir arazi alanini etkiler ve
etkilenen alan giinden giine artis gostermektedir. Bu artis durumu; tuzlulugu iiriin
iretimini biiyiik 6l¢iide sinirlayan biiyiik bir cevresel stres haline getirir. Yiiksek tuzluluk,
bitkilerin su alma kapasitelerini diisiiriir. Bu durum bitkilerde metabolik degisikliklerin
gozlemlenmesiyle birlikte biiylime hizinda diislise yol agmaktadir. Bitkilerde asir1 tuza
maruz kalma yaslanmaya neden olur ve ayrica bitkinin fotosentetik yaprak alanini azaltir,
bunun sonucunda bitki biiylimesini siirdiirememektedir (S. Verma vd., 2013). Bitkinin
maruz kaldig1 tuzluluk yogunluga ve siiresine bagli olarak biiyiime, gelisme, ¢imlenme
ve fotosentez gibi bitki i¢in olduk¢a dnem tasiyan biyolojik olaylar etkilemektedir.
Bitkilerde tuzun zararli bir diger etkisi de Na®, CI" ve SO4> gibi iyonlarin yiiksek
derisimlerde birikmesiyle birlikte iyon toksisitesinin meydana gelmesidir (Yilmaz vd.,
2011). Bu iyonlarin yiiksek derisimlerde bitkide bulunmasi bitkilerde protein sentezinde
cesitli sorunla yol agabilmektedir.

Tuzluluk stresi altinda bir bitkide ilk olarak goriilebilecek etki hiicre

membranlarinin hasar gérmesidir. Tuzlulugun hiicre membranlar tizerinde sebep oldugu
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etkileri incelemek icin yapilan bir ¢alismada, Dactylis glomerata L. bitkisine 200 mM
NaCl uygulamasi yapildiktan sonra plazma membraninda meydana gelen bazi
degisiklikler gbzlemlenmis ve membran yapisinda bozulmalar goriilmiistiir (Dutta Gupta,
2007).

Bitkilerin tuza maruziyeti sirasinda, gen ekspresyon seviyelerinde degisiklikler
meydana gelmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarla birlikte stres altinda eksprese
edilen genler karakterize edilmistir. Eksprese edilen genler fonksiyonlarina gore ;

- Ozmolitleri sentezleyen genler,

- Hiicre biitiinliglinli koruyan genler,

- Antioksidatif enzimleri kodlayan genler,

- Iyon dengesini diizenleyen genler,

- Transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler
olarak gruplandirilmistir (Borsani vd., 2003).

Bitkiler stresle miicadele etmek i¢in ilgili genleri eksprese ederek stresle ilgili
protein iiretmektedirler (Sairam ve Tyagi, 2004). Saperonlar olarak gorev yapan Is1-Soku
(Hsps: Heat-Sock Proteins) Proteinleri ve Ge¢ Embriyogenesiz (LAE: Late
Embriyogenesis Proteins) Proteinleri tuzluluk stresi altinda eksprese olmaktadirlar

(Holmberg ve Biilow, 1998).

Cizelge 2.6. Bazi bitki tiirlerinde tuz stresinde indiiklenen genler ve fonksiyonlari

(Parida ve Das, 2005).

Bitki Tiirleri Genler/Proteinler Karakteristik Ozellikleri

Arabidopsis thaliana Sal 1 Tuz stresi ile eksprese edilir, asir1 ifadesi Na*
toksisitesini azaltir.

Brassica napus Bnd 22 Tuz stresinde 22 kDa proteinini {iretir.
Lycopersicon esculentum Le-16 geni Abiyotik stres altinda bitki, ekspresyonunu arttirir.
Orzya sativa em ABA ve tuz stresiyle ekspresyonu artar.

Zea mays mlipl5 Tuz stresi ve ABA ile ekspresyonu arttirilir,

transkripsiyon faktorii sentezler.

Hordeum vulgare HVDI Tuz stresinde kloroplasttaki fotosentez
reaksiyonlarini diizenler.

Pisum sativum PDH45, Tuz stresinde DNA/RNA metabolizmasini diizenler.

PDH47
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2.3.1. Yapilan Calismalar

Walia ve arkadaslar1 (2006), Arpada yapilan bir calismada fide asamasinda
tuzluluk stresine karsi genlerin profillenmesi amaciyla deney grubu ve kontrol grubu
bitkilerinin transkriptomik verilerini elde edip analizlerini yapmiglardir. Tuzluluga tepki
olarak yukari ve asagi regiile edilen, karsilagtirilabilir sayida birkag gen seti bulunmustur.
Farkli sekilde ifade edilen genler, gen ontolojisi ve ifadeye dayal1 hiyerarsik kiimeleme
kullanilarak verilerin 6zelliklerini belirlemek icin karakterize edilmistir. Tuzluluk
stresine yanitta belirgin bir 6zellik olan jasmonik asit biyosentezinde yer alan genlerin
indiiklendigi goriilmiistiir. Cok sayida abiyotik stresle (1s1, kuraklik ve diisiik sicaklik vb.)
iligkili genin de tuzluluk stresine yanit verdigi belirlenmistir (Walia vd., 2006) .

Peng ve arkadaslar1 (2014), yaptiklar1 ¢alismada Pamuk (Gossypium spp.)’da tuza
dayanikli ve duyarh iki farkli genotip lizerinden tuzluluk stresi etkilerini incelemislerdir.
Diinyanin baslica lif tirlinlerinden biri olan Pamuk (Gossypium spp.), tuza dayanikli iiriin
olarak siniflandirilmasina ragmen, pamuk biiyiime ve verimliligi, 6zellikle de ¢imlenme
ve fide asamalarinda yiiksek tuzluluk konsantrasyonlarindan olumsuz olarak
etkilenmektedir. Illumina dizileme teknolojisini kullanilarak tuz stresi altindaki pamuk
yapraklarinin fizyolojik deneyleri ve transkriptom dizilemesi gergeklestirilmistir. 72 saat
stiresince NaCl uygulamasi sirasinda biri tuza dayanikli digeri tuza duyarli olmak iizere
iki pamuk genotipinin 14 giinliik fidelerinin fizyolojik degisimleriyle tanimlanan iki ayr1
tuz stresi fazin1 dehidratasyon (4 saat) ve iyonik stresi (ozmotik restorasyon; 24 saat)
incelenmigtir. Karsilastirmali transkriptomik, tuzluluk kosullar1 altinda iki pamuk
genotipinin yapraklarinda iki zaman noktasinda (4 saat ve 24 saat) gen ve miRNA’larin
farkli ifadelerini izlemek icin kullanilmistir. Farkli sekilde birlikte ifade edilen
unigenlerin ifade kaliplari, 24 saatlik tuz maruziyeti sirasinda, 819 transkripsiyon faktorii
her iki genotipte farkli sekilde ifade edildigi ve 129 unigen 6zellikle tuza dayanikl
genotipte ifade edildigi belirlenmistir. Tuz stresi altinda, bilinen ailelerden 108 korunan
miRNA, tuza dayanikli genotipte iki zaman noktasinda farkli sekilde ifade edilmistir.
“Kalsiyum bagimli protein kinaz”, “mitogenle aktive olan protein kinaz” ve hormonlarin
(absisik asit ve etilen) biyosentezinde ve sinyal iletiminde yer alan zar reseptorlerini,
tastyicilart ve yollar1 kodlayan onemli ifade edilmis genlerin yukari diizenlendigi

belirtilmistir (Peng vd., 2014) .
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Zeng ve arkadaglar1 (2014), yaptiklar ¢aligmada Soya’da tuz stresini RNA-seq ile
analiz etmislerdir. Tuz stresi bitki lizerinde verimi azaltan dnemli bir etki yaratmaktadir.
Tuza duyarhi ve toleransli iki bitki hatt1 120 mM NaCl uygulamasi1 9 giin siiresince
yapilmistir. RNA izolasyonu sonrast Illumina Truseq kiti kullanilarak PolyA+
kiitiiphaneleri olusturulmustur. Okumalar Illumina HiSeq 2500 ile elde edilmistir. Tuz
stresi altinda 0 (kontrol), 6, 12 ve 24 saatlik dort zaman noktasinin her biri i¢in ii¢
biyolojik tekrar1 olan iki soya fasulyesi hattindan alinan yirmi dort 6rnek RNA-Seq ile
analiz edilmistir. RNA-Seq sonucunda liretilen toplam okuma sayis1 397,5 milyon olarak
belirlenmistir ve bunlardan 354,6 milyonu (%89,2) soya fasulyesi referans genomuna
benzersiz bir sekilde eslendigi goriilmiistiir. 0’nc1 saatteki genlerin ifade profili tuza
dayanikli ve tuza duyarli hat arasinda karsilastirilarak tuza dayanikli ve tuza duyarl hat
arasinda toplam 2374 farkli sekilde ifade edilen gen (DEG) belirlenmistir. Tim
uygulamalardaki 154 ortak DEG igerisinde tuza dayanikli ila tuza duyarli hattin ifade
seviyesinin Log2FoldChange’i farkli zaman noktalar1 arasinda karsilastirilmistir. 6, 12,
24 saatteki Log2FoldChange 0.saattekinden biiyilikse genlerin yukar1 regiile edildigi
diisiiniilmiis ve 6, 12, 24 saatteki Log2 0.saattekinden diisiikse genlerin asagi regiile
edildigi diistiniilmiistiir.

Ek olarak, 154 yaygin DEG arasinda 13 gen, tuza dayanikli veya tuza duyarh
tiirlerde ekspresyon ifadesinin oldukga degistigi goriilmiistiir (Zeng vd., 2019).

Gen ontoloji (GO) zenginlestirme analizi, potansiyel islevlerini degerlendirmek
icin farklr sekilde ifade edilen genler iizerinde gerceklestirilmistir. GO terimlerinin
aciklamalar1 Phytozome'dan elde edilmis ve GO biyolojik siire¢ kategorisinden
yararlanilmistir. Analiz sonucunda elde edilen veriler; "uyariciya yanit", "katalitik
aktivite", "baglanma", "sinyal iletimi", "antioksidan aktivite", "enzim diizenleyici
aktivite", "tagtyici aktivite", "transkripsiyon faktorii aktivitesi" ve "biiylime" gibi terimler
dokuz genis islevsel gruba siiflandirilmistir (Zeng vd., 2019).

Han ve arkadaglar1 (2023), yaptiklar1 calismada tuza duyarli japonica ¢esidi “Tong
35 (T35)” ve tuza dayanikli japonica ¢esidi “Ji Nongda (JND709)” piring ¢esitlerinde 150
mmol/L NaCl uygulanmastyla tuzluluk stresi ile ilgili ¢alisma yapmislardir. Tuza duyarl
ve tolerant 6rneklerden ii¢ tekrarli 12 adet cDNA kiitiiphanesi olusturulmustur. Yaklasik
olarak her bir 6rnek basina 9,57 G ham dizi verisi elde edilmistir. Bes adet karsilastirilmis
veri grubunda 16.829 adet diferansiyel eksprese gen tespit edilmistir. Diferansiyel

eksprese edilen gen tespitinden sonra elde edilen veriler zenginlestirme analizi gen
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ontoloji (GO) analizi ve Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) yolak
analizine tabi tutulmustur.

GO sonuglart molekiiler fonksiyon bashiginda “katalitik aktivite” 169, “sinyal
iletim aktivitesi” 22 ve “baglanmada” 42 gen oldugunu gostermistir. Hiicresel bilesen
baslig1 altinda genellikle “hiicre” 336 ve “organel” 177 gen oldugu tespit edilmistir.
Biyolojik siire¢ bagligi altinda ise “metabolik siire¢” 496, “hiicresel siire¢” 352 gen
bulunmustur. KEGG analizi sonucunda 232 yolagin ve 819 genin istatistiksel olarak

siniflandirilmasi ortaya koyulmustur (Han vd., 2023).

2.4. RNA Dizileme (RNA seq)

RNA molekiilleri tiim canli hiicrelerin temel bileseni olma 6zelligi tasimaktadir.
RNA temelli ¢aligmalarin ¢ogunun nihai hedefi belirli bir kosul altinda belirli bir
hiicredeki her RNA molekiiliinlin tiiriinii ve bollugunu anlamak iizerine kurulmustur.
1990’11 yillarin basinda Adams ve arkadaslar1 (1992), tarafindan gelistirilen ifade edilmis
dizi etiketi (EST) yontemi, tamamlayict DNA (cDNA) klonlarini kismen dizileyerek gen
ifadesini incelemekte ve hem diziyi hem de karsilik gelen RNA'larin bollugunu ortaya
cikartmaktadir. EST verileri, bu yillarda genomlardaki yeni genlerin tanimlanmasinda
onemli bir rol oynamistir. Ancak, yontemin yiiksek dizileme maliyeti, ifade analizinde
kullanimini sinirlamistir (Adams vd., 1992). Velculescu ve arkadaslar1 (1995), tarafindan
gelistirilen “Serial Analysis of Gene Expression (SAGE)” yontemi, gen basina ifade
analizinin maliyetini 6nemli 6l¢lide azaltmistir. Bunun nedeni cDNA basina yalnizca kisa
bir etiket bolgesinin dizilenme yonteminde kullanilmasidir (Velculescu vd., 1995).

1990'larin ortalarinda DNA mikrodizi teknolojisinin ortaya ¢ikmasi, biiylik
Olcekli calismalar i¢in ¢cok daha uygun fiyatli olmasi nedeniyle gen ifadesi analizi i¢in
EST ve SAGE yontemlerinin yerini almistir (Lockhart vd., 1996; Schena vd., 1995).

Gen ekspresyonunun DNA mikrodizi analizi, transkriptlerden tiiretilen floresanla
etiketlenmis hedeflerin, katt bir yilizeye tutturulmus problara hibridizasyonuna
dayanmaktadir. Ancak bu yontem transkriptlerin genom ¢apinda arastirilmasina imkan
sunarken mikrodizi problarn1 tasarlamak icin dizi bilgisi veya referans
genomlari/transkriptomlarinin mevcut olmasi gerekmesi bu teknolojinin gelistirilmesini
ve uygulanmasini sinirlamistir (Hrdlickova vd., 2017) .

Gegmisten giinlimiize birden fazla dizileme yoOntemleri ve platformlar

gelistirilmistir. Bunlardan ilki Sanger dideoksi sentez (Sanger vd., 1977; Sanger ve



16

Coulson, 1975) ve Maxam-Gilbert (Maxam ve Gilbert, 1980) kimyasal bdliinme
yontemleridir. Bu iki yontem birinci nesil sekanslama yontemleri olarak
adlandirilmaktadir. Giintimiizde Maxam-Gilbert yontemi toksik reaktif icerdigi ic¢in
kullanilmamakta ve Sanger dideoksi yontemi de kiigiik genomlar i¢in kullanilmaktadir.
Insan Genom Projesi Sanger dideoksi sekanslama yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Bentley, 2000).

Zaman ve maliyetin yiiksek olusu acgisindan dezavantajlar1 bulunmasi sonucunda
yeni yontemlerin kesfedilme zorunlulugu dogmustur. Ikinci nesil sekanslama
teknolojisinde gelistirilen cihazlar Illumina, 454 pyro-sequencing ve lon Torrent gibi
platformlardir (Glenn, 2011; Schuster, 2008).

Yaklasik olarak 50 ila 500 baz cifti fragmentleri arasinda okuma yapmaktadir
(Voelkerding vd., 2009). Calisma prensibi hazirlik asamasi, sekanslama ve elde edilen
verinin analizi gibi adimlardan olusmaktadir. ikinci nesil sekanslama yontemleri kisa
okuma temelli ¢alismaktadir. Dolayisiyla okuma dogrulugu ¢ok yiiksek olmaktadir fakat
cok fazla ve kisa sayida fragment bulundugu icin birlestirme asamasi (assembly) zor
olmaktadir.

Yeni nesil sekanslama yontemlerine son zamanlarda tiglincii nesil sekanslama
yontemleri eklenmistir. Ugiincii nesil sekanslama ydntemleriyle birlikte ¢ok daha kisa
stirede daha uzun okumalar elde edilebilmektedir. Biiytik veri tiretilmesi hem maliyet hem
de zaman acisindan olduk¢a avantaj saglayabilmektedir. Kisa okumalara kiyasla
birlestirme agsamasi goz oniine alindiginda uzun okumalarda hata pay1 daha az olmaktadir.
Uzun okuma teknolojisini Pacific Biosciences (PacBio), Oxford Nanopore, “gercek
zamanh tek molekiil dizileme (Single Molecul Real Time)” sekanslama platformlar
kullanmaktadir.

PacBio makinlerinde bulanan sistem, DNA polimerazin aktivitesini es zamanl
olarak gostermeye dayali bir teknolojidir. Olduk¢a hizli olan bu yontem, okumalarin
buyiikligii 10 kb’yi asabildigi i¢in de novo genom dizilemelerinde de siklikla
kullanilabilmektedir (Rhoads ve Au, 2015).

Bir diger teknoloji de Oxford Nanopore sirketi tarafindan gelistirilmistir. Nanopor
teknolojisi, membran {izerine sabitlenmis, kiiclik porlar igeren ve bu porlardan
molekiillerin gecisini olanak saglayan farkli bir teknolojidir. Molekiillerin gegisi
esnasinda akim Olclilmesine dayanmaktadir (Laver vd., 2015). Her molekiiliin kendine

ait farkl1 iyon akimi1 olmasi nedeniyle tanimlama yapilmasint miimkiin kilinmistir. Uygun
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boyutta porlar kullanildiginda her bir niikleotid farkli iyon akimina sahip oldugu i¢in
degisim Olciilerek dizileme yapilabilmektedir.

Oxford Nanopore sirketi MinlON, PromethION ve SmidglON gibi
platformalarinda bu teknolojiyi kullanmaktadir (Mikheyev ve Tin, 2014). Nanopor
teknolojisinin hata oran1 ¢ok yiiksek olmasina karsin, uzun okuma yapmasi , maliyetinin
diisiik olmas1 ve hizli olmas1 yontemi kullanilabilir kilmaktadir.

Dizileme cihazlar1 DNA temelli ¢calismalar i¢in uyumludur. RNA dizilemesi i¢in
oncelikle bir hazirlik asamasinin yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, RNA'dan
tamamlayict (complementer) DNA kiitliphanesi hazirlanmasi gerekir. Hazirlanan her bir
cDNA kiitliphanesinin uglarina adaptor sekans adi verilen belirli boyutta sekanslar
eklenmektedir. cDNA kiitiiphane hazirlama yontemi arastirilan RNA tiirii, boyutu, dizisi
ve yapisina bagl olarak degiskenlik gostermektedir.

Kiitiiphane olusturmak igin:

1. llgi duyulan RNA molekiillerinin nasil bulunacag;

2. RNA'nin tanimlanmis boyut araliklarina sahip ¢ift sarmalli cDNA'lara nasil

doniistiiriilecegi;

3. cDNA uglarma amplifikasyon ve dizileme i¢in adaptor dizilerinin nasil

yerlestirilecegi
gibi hususlar 6nem tagimaktadir.

Poliadenile edilmis RNA'nin dizilenmesi RNA-seq'in en yaygin uygulamasidir.
Okaryotik organizmalarda, cogu protein kodlayan RNA (mRNA) ve birgok uzun
kodlamayan RNA (IncRNA) (>200 nt) bir poli(A) kuyrugu igerir. Poli(A) kuyrugu,
poli(A) + RNA'larin toplam hiicresel RNA'dan zenginlestirilmesi i¢in teknik olarak
kolaylik saglamaktadir. Poli(A) + RNA secimi, oligo-dT molekiilleriyle kaplanmis
manyetik veya seliiloz boncuklarla gergeklestirilebilmektedir. Poli(A) saflastirma, ¢ok
diisiik miktarda RNA mevcut olmadig: siirece poli(A) + RNA'y1 se¢mek i¢in tercih edilen
bir yontemdir (Levin vd., 2010).

Prokaryotik mRNA'lar gibi poliadenile edilmemis RNA’larin dizilenmesindeki
onemli bir sorun, hiicredeki en bol bulunan RNA tiirii olan ancak ¢ogu ¢alismada pek ilgi
gormeyen ribozomal RNA'larin (rRNA'lar) nasil ortadan kaldirilacagidir. rRNA'lar
ortadan kaldirmaya yonelik bir yaklasim, rRNA'larla hibridize olabilen diziye 6zgi
problara dayanmaktadir. Istenmeyen rRNA'lar veya cDNA'lar1, biyotinlenmis DNA veya
kilitli niikleik asit (LNA) problari tarafindan hibridize edilmekte ve ardindan streptavidin

boncuklariyla tiiketilmesi saglanmaktadir.
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Alternatif olarak, rRNA'lar antisens DNA oligolar1 tarafindan hedeflenir ve
RNase H tarafindan sindirilir, bu yontem ayni zamanda prob ydnlendirmeli bozunma
(PDD) olarak da bilinir.Bu yaklasim hibridizasyondan daha kolay olsa bile , rRNA'larin
siirekli olarak kapsanmasinmi ve farkli tlirler i¢in tasarlanmis benzersiz prob setlerine
gereksinim duymaktadir.

Farkli bir yontem olarak, rRNA'lar ve diger RNA'lar dahil olmak iizere tiim
cDNA'lar dairesellestirilir ve TRNA problaria hibridize edilir. Hibridize diziler daha
sonra dupleks-spesifik niikleaz (DSN) tarafindan sindirilir ve bu da onlar1 amplifikasyon

icin kullanilamaz hale getirir. Ancak bu yontem yliksek miktarda toplam RNA

gerektirmektedir.
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Sekil 2.2. Iplik spesifik RNA-seq icin yontemler (Hrdlickova vd., 2017).

Poli (A) secilimi ve RNA ayirma islemlerinden sonra RNA kiiciik fragmentler

halinde parg¢alanmaktadir. Her bir par¢anin basina adaptor sekanslar yerlestirilmektedir.

Bu islemlerden sonra mRNA sekanslamaya hazir hale getirilir.
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Sekil 2.3. RNA-seq veri analizi

RNA-Seq okumalar1 hizalandiktan sonra, haritalanan okumalar transkriptlerle
birlestirilebilir hale gelmektedir. Hesaplamali programlarin ¢ogu, transkript modellerini
referans genoma yapilan okuma hizalamalarindan ¢ikarmaktadir. Transkript birlestirme
i¢in alternatif bir yaklagim olan de novo assembly, referans genoma ihtiyag duymadan
transkriptlerin birlestirilme yapildig1 bir yaklasimdir. Uzun okumalar i¢in Overlap-
Layout-Consensus (OLC) teknolojileri kullanilmaktadir. Okumalar arasinda benzer
noktalar bulunur, bu benzerliklere gore siralama yapilir ve en olast dizilim
belirlenmektedir. Kisa okumalar i¢in De Brujin Graph tabanli yontem kullanilmaktadir.
Okumalar k-mer ad1 verilen kisa ve belirli uzunlukta dizilere boliiniir. K-mer’lerden bir
grafik olusturulur ve bu grafik izlenerek dizilim birlestirilmektedir. De novo assembly
yonteminin avantajlari; yeni tiirler i¢in genom elde edilebilir ve genomdaki yapisal olan
farkliliklar tespit edilebilir olusudur. Dezavantajlar ise tekrarlayan diziler, okumalarin
kaliteli ve uzun olmamasi durumunda hatali hizalamalarin meydana gelmesi ve oldukca
yiiksek hesaplama giicii ve hafiza gerektirme sorunlarinin bulunmasidir (Robertson vd.,

2010).
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Kisa okuma verilerinden transkriptlerin yeniden birlestirilmesi biiyilik bir zorluk
oldugundan dolay1 transkript birlestirme i¢in altin standart olan bir yontem yoktur.
Transkriptomun dogasi (6rnegin, gen karmasikligi, polimorfizm derecesi, alternatif
ekleme, ifadenin dinamik aralig1), yaygin teknolojik zorluklar (6rnegin, dizileme hatalar1)
ve biyoinformatik i akisinin 6zellikleri (6rnegin, gen agiklamasi, izoformlarin ¢ikarimi)
transkriptom birlestirme kalitesini 6nemli 6lgiide etkileyebilir (Kukurba ve Montgomery,

2015).

2.5. RNA Dizileme Basamaklari

y ; 7 . Hartalanan
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Sekil 2.4. Genel olarak RNA-seq is akisgi (Beukers ve Allmer, 2023).

2.5.1. Kalite Kontrolii

Sekanslama sonucu elde edilen veriye ham veri denir ve ham veri okumalar1 elde
edildikten sonra yapilacak ilk islem Galaxy araci kullanilarak Babraham Enstitiisii
tarafindan gelistirilen, FastQC ile okumalarin kalite kontrollerinin yapilmas: islemidir.
Bu ara¢ okuma kalitesini konuma gore 6zetler, dizideki adaptor sekanslar hakkinda bilgi
verir, bazlarin kalite miktarlar1 ve buna benzer birgok temel istatistiki bilgiyt HTML

formatinda bir raporda vermektedir.
2.5.2. Trimleme

Trimmomatic (Bolger vd., 2014), Cutadapt (Martin, 2011) ve Trim Galore! gibi
araclar okumalardaki diisiik kalitede olan bazlari, adaptér sekanslar1 ortadan
kaldirmaktadir. Trimmomatic okumalar igindeki teknik dizileri tespit etmek i¢in iki

yaklasim kullanmaktadir. ilki, 'basit mod' olarak adlandirilir ve okuma ile kullanici
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tarafindan saglanan teknik dizi arasinda yaklasik bir eslesme bularak calisir. Bu mod,
adaptdrler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) primerleri veya bunlarin pargalari dahil
olmak {izere tiim teknik diziler i¢in ¢alisma avantajina sahiptir. “Palindrom modu” olarak
adlandirilan ikinci mod, 6zellikle dizilenen DNA pargasinin okuma uzunlugundan daha
kisa oldugu ve okumalarin sonunda adaptor kontaminasyonuna neden oldugu bu yaygin
'adaptor okuma' senaryosunu tespit etmeyi amaglamaktadir. Bu, o6zellikle Miseq

tarafindan desteklenen daha uzun okuma uzunluklari i¢in gecerlidir (Bolger vd., 2014).

2.5.3. Haritalama

Bir referans dizisi mevcut oldugunda referans genoma haritalama veya
aciklamali transkriptoma haritalama olmak iizere iki alternatif yol miimkiin hale
gelmektedir. Bir genom veya transkriptom referansinin kullanilmasina bakilmaksizin,
okumalar benzersiz bir sekilde eslenebilmektedir.

Genomik ¢oklu okumalar dncelikle tekrarlayan dizilerden veya paralog genlerin
paylasilan alanlarindan kaynaklanir. Bunlar normalde genoma eslendiginde esleme
ciktistnin 6nemli bir boliimiinii olusturur ve atilmamalidir. Referans transkriptom
oldugunda, ¢oklu esleme daha da sik ortaya cikar ¢iinkii genomda benzersiz bir sekilde
eslenmis bir okuma, eksonu paylasan transkriptomdaki tiim gen izoformlarina esit
derecede iyi hizalanmaktadir (Gonzélez-Bodi ve Huerta-Cepas, 2025) . Her iki durumda
da genom veya transkriptom eslemesi transkript tanimlama ve kantifikasyonu
gergeklestirmektedir.

TopHat (Kim ve Salzberg, 2011), STAR (Dobin vd., 2013), HISAT (D. Kim vd.,
2015) gibi algoritmalar elde edilen okumalara referans bir genoma hizalama islemini
gerceklestirmektedirler.

HISAT (transkriptlerin eklenmis hizalanmasi i¢in hiyerarsik indeksleme), RNA
dizileme deneylerinden gelen okumalar1 hizalamak i¢in olduk¢a verimli bir sistemdir.
HISAT, Burrows-Wheeler doniisiimii ve Ferragina-Manzini (FM) indeksine dayali bir
indeksleme semasi kullanmaktadir. Her hizalamay1 sabitlemek i¢in tiim genom FM
indeksi ve bu hizalamalarin ¢ok hizli uzantilar1 i¢in ¢ok sayida yerel FM indeksi olmak
izere hizalama i¢in iki tiir indeks kullanmaktadir (Rao, 2024).

HISAT'm insan genomu i¢in hiyerarsik indeksi, her biri yaklasik olarak 64.000
bp'lik bir genom bdlgesini temsil eden 48.000 yerel FM indeksi icermektedir. HISAT

bam. formatinda ¢ikt1 tiretmektedir. Gergek ve simiile edilmis veri kiimeleri lizerinde



22

yapilan testler, HISAT'in su anda mevcut olan en hizli sistem oldugunu ve diger tiim
yontemlerden esit veya daha iyi dogruluk sagladigini gostermektedir (Trapnell vd., 2012).
Cok sayida indekse ragmen HISAT yalmizca 4,3 gigabayt bellek gerektirmektedir.
HISAT, 4 milyardan bilyiik bazlar dahil olmak iizere her boyuttaki genomu
desteklemektedir (D. Kim vd., 2015).

2.5.4. Sayma

Haritalama isleminden sonra degisen genlerin ifadelerinin tespiti i¢in sayma isleminin

yapilmasi gerekmektedir.

2.5.4.1. StringTie

Genellikle HISAT c¢iktilariyla ¢alismaktadir. StringTie, her veri kiimesi ig¢in
genleri ayr1 ayr birlestirir ve bunlar birlestirirken her genin ve her izoformun ifade
seviyelerini tahmin etmektedir (Thakur, 2024). StringTie, en ¢ok ifade edilen transkriptle
baslayan ve ayni anda birlestirip kantitatiflestirdigi bir akis algoritmasi kullanir (Pertea
vd., 2015). Daha sonra bu transkript ile iligkili okumalar1 kaldirir ve tiim okumalar
kullanilana kadar veya kalan okuma sayis1 transkripsiyonel giiriiltii seviyesinin altina
diisene kadar iglemi tekrarlayarak daha fazla izoform birlestirmektedir (Pertea vd., 2016).
Kullanicilar StringTie'ye referans gen modelleri iceren bir dosya saglama segenegine
sahiptir; bu agiklama dosyasi, bilinen genler icin ekzon-intron yapisinin bir
spesifikasyonunu ve bu genlerin adlarini igermektedir. Kullanici bu agiklama dosyasini
saglarsa, StringTie bunu birlestirme i¢in bir kilavuz olarak kullanir ve birlestirdigi genleri
bu dosyadaki adlarla etiketlemektedir (Pertea vd., 2016).

StringTie merge araci kullanilarak StringTie sonucunda elde edilen verilerin

birlestirilme islemi yapilmaktadir (Pertea vd., 2016).

2.5.4.2.Kallisto

Sayma islemi i¢in kullanilan bir diger ara¢ Kallisto’dur. Kallisto diger araclardan
farkli olarak pseudo-aligment (yalanci hizalama) yaklasimi kullanarak bir okumanin

referans genoma hizalama yapmadan hangi transkripte ait oldugunu en olas1 sekilde
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bulmaktadir (Sullivan vd., 2025). Oldukga hizl1 olan bu yontem diisiik hafiza gerektirdigi
gibi gereksiz niikleotid hizalamalarindan da kacginmaktadir. Kallisto, her RNA-seq
okumasini ve transkriptom referansini k-mer adi verilen dizileri ayirmaktadir (Loving vd.,
2025). Bir okuma birden fazla transkriptle eslendigi durumda Kallisto, bu transkriptleri
ihtimal olarak degerlendirir ve bir olasilik hesabiyla birlikte her transkribe kag kat1 esleme
oldugunu hesaplamaktadir (Du vd., 2020). Bu yontemle birlikte milyon birim basina
transkript (TPM) hesab1 yapilmaktadir.

2.5.5. DESeq

Diferansiyel gen ekspresyonu i¢in kullanilan bir aractir. Sayim islemi bittikten
sonra degisen gen ifadelerinin tespiti i¢cin kullanilmaktadir (Costa-Silva vd., 2017).
Varyans (dagilim) ve ifadelerin degisme oranlar1 (log2FoldChange) tahmininde
bulunmaktadir. DESeq sayma isleminden sonra elde ettigi verileri gdstermek amactyla
“negatif binom dagilimina ait genellestirilmis lineer model (GLM)” kullanmaktadir. Her
bir gen i¢in bir varyans parametresi tahmin etmekte ve bu deger varyans fonksiyonu
icerisinde kullanilmaktadir. Diisiik okuma sayisina sahip genlerde daha dogru sonug
alinmasini saglamaktadir (Anders ve Huber, 2010). Ifadesi artan genler “+”, azalan genler

ise “-” olarak log2FoldChange degerlerinde belirtilmektedir .

Kontrol [] J Oleurna B ﬁ,mmmm \ / [ \
U hasto FastQ U—ewe *
& =] & || &
/ Trimleme|  |Haritalama e \ / m;sy \
i

_— S

Referans Anctasyon]
Genom -

Fasta | GTF

Sekil 2.5. Referans temelli RNA-seq veri analizi i¢in is akis1 (Griining vd., 2017).

2.5.6. BLAST

Temel Yerel Hizalama Aract (BLAST), bir DNA, RNA veya protein dizisini
biiytlik bir veritabaninda benzer dizilerle karsilastirmak veya hizalama yapmak amaciyla

kullanilan bir algoritmadir. Arama yapilan diziyi kii¢iik kisimlara (k-mer) ayirmaktadir
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(Eric vd., 2014). Secilen veritabaninda bu kii¢lik pargalar taranir ve yiiksek benzerlik
gosteren bolgeler bulunmaktadir (T. Madden, t.y.) .

2.5.7. Gen Ontolojisi (GO)

Genlerin ve gen iriinlerinin fonksiyon tanimlamasini yapmak ve siniflandirmak

i¢cin kullanilmaktadir. Bir genin islevini:
1. Biyolojik proses,
2. Molekiiler Fonksiyon,
3. Hiicresel Bilesen

olmak tizere ii¢ sekilde agiklamaktadir.

Diferansiyel olarak eksprese edilen genlerin fonksiyonel anotasyonlarinin
yapilmasi gerekmektedir.

Gen Ontoloji Konsorsiyomu; Drosophila melanogaster, Mus musculus ve
Saccharomyces cerevisiae olmak iizere {i¢ model organizma veritabaninin bulundugu
ortak bir projesidir (Ashburner vd., 2000). Konsorsiyomun amaci herhangi bir
organizmadaki genlerin ve gen lriinlerinin rollerini tanimlamak i¢in yapilandiriimas,
kesin bir sekilde tanimlanmis ortak ve kontrollii bir kelime dagarcigi tiretmektir (Gene

Ontology Consortium, 2004).

2.5.8. KEGG Analizi

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), genlerin islevlerini
anlamak icin sistematik bir veri tabandir ve genomik bilgileri daha iist diizey islevsel
bilgilerle iliskilendirmek amaciyla kullanilmaktadir. KEGG projesi, Japonya Egitim,
Bilim, Spor ve Kiiltiir Bakanlig1’nin insan Genomu Programi kapsaminda Mayis 1995°te
baslatilmistir (KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes | Nucleic Acids
Research | Oxford Academic, t.y.).

Genomik bilgilerin bulundugu, tamamen dizilenmis tiim genomlarin ve bazi kismi
genomlarin gen kataloglarini igeren ve gen islevlerinin en gilincel anotasyonlarinin
bulundugu GENES veri tabani,

Metabolizma, zar tasinimi, sinyal iletimi ve hiicre dongiisii gibi hiicresel

stireclerin grafiksel temsillerini igeren PATHWAY veri taban,
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Kimyasal bilesikler, enzim molekiilleri ve enzimatik reaksiyonlari iceren
LIGAND veri tabani olmak tlizeri KEGG, igerisinde birden fazla veri tabani
barindirmaktadir.

GO sonucunda hangi genin az veya fazla temsil edildiginin tespiti i¢in bir
zenginlestirme analizi (enrichment analyses) yapilmasi gerekmektedir. KEGG analizi
icin clusterProfiler, DAVID ve Enrichr gibi araglar kullanilabilmektedir (L. Chen vd.,
2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Biyoinformatik Analiz

Biyoinformatik araglarla ilerleyen analizlerin gerceklestirilebilmesi i¢cin Galaxy
(https://usegalaxy.eu/) platformu kullanilmistir. Tez kapsaminda kullanilacak veriler
NCBI SRA veri tabanindan alinmistir. Tez kapsaminda birbirine uzak ve yakin akraba
tiirlerden olusan 5 farkli bitki tiiri kullanilmis olup bu tiirler sirasi ile domates (Solanum
lycopersicum), ekmeklik bugday (Triticum aestivum), kanola (Brassica napus) , soya
(Glycine max) ve musir (Zea mays) bitkileridir. SRA veri tabaninda veri tespiti i¢in
yapilan filtreleme isleminde kullanilan kriterler sirasi ile doku tipi: yaprak, veri ortalama
biiyiikliigii: 7.4Gb, Okuma platformu: Kisa okuma ve stres kosulu tuz stresi seklindedir.
Bu kriterlere uyan kontrol ve uygulama grubuna sahip en az 3 tekrarli veri setleri tespit
edilmistir. Toplamda 32 adet RNA-Seq ham veri seti analiz edilmis olup toplam veri
biiytikliigii 268.8 Gb olarak hesaplanmistir. Her tiir i¢in tez icerisinde bir kontrol ve stres
grubuna ait veri setinin DESeq?2 grafik sonuglar1 6rnek olarak verilmistir.

Galaxy platformuna yiiklenen veriler, Faster Download and Extract Reads in
FASTQ (Leinonen vd., 2011) araci kullanilarak forward ve reverse okumalar seklinde

hazir hale getirilmistir.

3.1.Dizilerin Filtrelenmesi

Dizileme sonrast kalite kontroliiniin yapilmasi i¢in FastQC v0.74 programi
kullanilmistir. Tiim ham veriler filtrelenmis ve ¢esitli raporlar elde edilmistir. Ham
verilerden diislik skorlu okumalar ve adaptor sekanslarin atilmasi amaciyla Trimmomatic

(Bolger vd., 2014) araci kullanilmigtir.

3.2. Referans Genoma Haritalanmasi

Elde edilen temiz okumalar bitkilerin ayr1 ayri referans genomlarina eslenmistir.

Referans genom Galaxy platformuna yiiklenerek analiz isleminin bir sonraki adimina

gecilmistir.
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Cizelge 3.1. Bitkilerin referans genomlarinin bulundugu veri tabanlari.

Bitki Referans Genom
Domates Sol Genomics Network
Ekmeklik bugday Ensembl Plants
Kanola Ensembl Plants
Soya Phytozome
Misir Grass Genome Hub

Sekans1 genoma haritalamak icin HISAT (D. Kim vd., 2015) v2.2.1 programi
kullanilmistir. HISAT sonucunda BAM formatinda ¢iktilar elde edilmistir.

3.3.Gen Ekspresyon Analizi

Gen Ekspresyon Analizi i¢in referans genoma eslenmis okumalarin degisen gen
ekspresyon ifadelerini belirlemek amaciyla Kallisto quant (Bray vd., 2016) v0.48.0
programi kullanilmistir. Program ile RNA-Seq verilerinde bulunan genlerin ekspresyon
seviyeleri, sekans bollugu ve izoform genlerin ekspresyon seviyeleri hesaplanmistir. Bu

program pseudo-hizalama temeline dayali ¢alismaktadir.

3.4. Diferansiyel Eksprese Genlerin (DEG) Tanimlanmasi

Ornekler arasinda farkli seviyelerde ifade edilen genlerin belirlenmesi ve bu
genlerin ifade diizeyinin analizlerinin yapilmasi amaciyla DESeq2 (Love vd., 2014)
v2.11.40.8 arac1 kullanilmistir. Bu agsamayla beraber tiim verilere ait gen ifade diizeyleri,
ifade diizeyi arasindaki degisiklikler ve izoform gen ifade seviyelerindeki farkliliklarin
hesaplanmasi1 yapilmistir.

DESeq2 sonucunda elde edilen ¢iktilar Annotate DESeq2\DEXSeq output tables
v1.1.0 kullanilarak islenmistir.

log2FC degerine gore genler artandan azalana gore Sort v.1.2.0 programi
kullanilarak siralandirilmistir. Ekspresyonu negatif ve pozitif yonde degistigi tespit edilen

genlerin ID alinmustir.
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3.5. Gen Ontoloji Analizi

Ifade diizeylerinde farklilik olan genlerin yer aldig1 biyolojik siireg, hiicresel
bilesen ve molekiiler fonksiyon hakkinda bilgi almak amaciyla gen ontoloji analizleri
yapilmistir. Analiz sonucunda farkli ifade diizeyine sahip genler fonksiyonlarina gore

gruplandirilmis ve KOBAS 2.0 (Xie ve ark., 2011) programi kullanilmistir

3.6. Tiirlerde Ortak Olan Genlerin Modellenmesi

Inceledigimiz bitki tiirlerinde tuzluluk stresi altinda ortak oldugu tespit edilen
genlerin modellerinin yapilmasi amaciyla UniProt kullanilarak genlerin dizileri FASTA
formatinda elde edilmistir. Swiss-Prot kullanilarak her genin modellemesi yapilmistir ve

Boliim 4°te detayli olarak paylasilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bir bitkinin tuzluluk stresine kars1 verdigi yanitin arastirilmasi ve verilerin analiz
edilmesi bilimsel olarak olduk¢a onem tasimaktadir. Ayni aileden iki farklh tiirde ve
bunlarin disinda ti¢ farkli aileden bitkilerin tuzluluk stresi altinda elde edilen verileri
alinarak transkriptomik analizler yapilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda her bir bitki tiirii igerisinde ekspresyonu farklilagmis

genler tespit edilmis olup, tiirler aras1 benzer genlerin oldugu tespit edilmistir.
4.1. Diferansiyel ifade Analizi Sonuclar

Kontrol grubu ve deney grubu arasinda diferansiyel olarak eksprese edilen genleri
tespit etmek amaciyla DESeq2 araci kullanilmistir. Bu boliimde her bir bitki tiirii igin
ekspresyonu azalan ve artan genler tablo seklinde belirtilmis olup her bir tablo tespit
edilen gene ait logaritmik kat degisikligi (log2FC), P-Degeri, Standart Hata gibi

istatistiksel degerleri icermektedir.

4.1.1. Domates (Solanum lycopersicum)

Cizelge 4.1. DESeq?2 programi ifadesi azalan yonde olan genler

Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
Solyc02g070110 747,48 -14,86 1,33
Solyc02g067940 376,71 -13,88 1,30
Solyc03g111300 1430,31 -12,37 0,65
Solyc02g067750 122,22 -12,25 1,40
Solyc03g117860 2279,21 -11,72 0,46
Solyc03g043620 1580,46 -11,57 0,51
Solyc04g012080 8669,42 -10,94 0,26
Solyc08g036640 348,17 -10,90 0,76
Solyc04g017740 47,20 -10,89 1,25
Solyc07g065150 25,36 -9,97 1,27
Solyc01g007710 3927,13 -9,97 0,30
Solyc00g006670 3453,30 -9,96 0,46
Solyc08g078400 44,56 -8,94 1,19
Solyc10g005320 12,15 -8,94 1,44
Solyc06g049010 12,36 -8,94 1,39
Solyc10g076370 109,33 -8,92 0,74

Solyc10g050880 33,38 -7,91 1,73
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Solyc06g072450 5,99 -7,91 1,49
Solyc04g080920 11,66 7,91 1,37
Solyc11g021160 3,11 -6,96 3,55
Solyc09g066360 11,15 -6,95 1,76
Solyc12g010600 6,05 -6,95 1,43
Solyc01g028850 1,38 -5,77 4,02
Solyc08g005510 5,64 -4,93 1,13
Solyc02g032210 5,67 -4,92 1,26
Solyc03g095900 0,67 -3,77 3,27
Solyc02g085430 32,83 -3,77 0,60
Solyc02g078900 509,97 -2,99 0,38
Solyc01g014990 1,59 -1,99 1,65
Solyc08g079210 1,62 -2,01 2,23
Cizelge 4.2. DESeq?2 programu ifadesi artan yonde olan genler
Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
Solyc02g078040 135,52 8,64 1,19
Solyc07g052540 108,95 8,33 1,20
Solyc03g119210 83,86 7,95 1,93
Solyc08g005960 81,31 7,90 1,26
Solyc07g043500 73,31 7,75 1,19
Solyc08g078910 243,04 6,99 0,88
Solyc11g020960 42,59 6,97 1,20
Solyc10g050430 83,36 6,96 1,21
Solyc07g052240 41,82 6,94 1,19
Solyc04g009590 187,67 5,89 0,69
Solyc03g078620 40,06 5,89 1,30
Solyc07g048110 19,95 5,88 1,23
Solyc08g066510 19,93 5,88 1,22
Solyc01g091040 39,43 5,87 1,22
Solyc01g009410 19,76 5,86 1,23
Solyc07g061890 21,01 4,93 1,28
Solyc04g016480 20,91 4,93 1,24
Solyc09g074570 10,37 4,93 1,29
Solyc07g063090 10,31 4,93 1.27
Solyc03g118510 57,89 4,93 0,85
Solyc02g093970 67,87 3,91 0,66
Solyc02g070780 87,57 3,91 0,59
Solyc07g017680 10,49 3,91 1,24
Solyc01g049920 5,05 9,90 1,33
Solyc09g061940 10,49 2,91 1,17
Solyc052025800 5,01 2,91 1,41
Solyc062030590 2,54 2,91 1,49
Solyc04g014310 2,55 2,91 1,78
Solyc06g074340 10,26 2,97 1,11
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DESeq2 analizi sonucunda 34.673 genin diferansiyel olarak ekspresyonun
degistigi tespit edilmistir. Ekspresyonu degisen ifade tespiti asamasindan sonra elde

edilen sonuglar GO analizine tabii tutulmustur.
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Sekil 4.1. DESeq?2 sonucunda elde edilen iki boyutlu PCA analizi gosterilmektedir. Domates

verilerinde, gen ekspresyon varyansinin yiiksek oldugu iki grup boyunca konumlandirilma yapilmustir.

Sekil 4.1.’de eldeki drneklerin benzerlikleri ve farkliliklar1 gorsellestirilmistir.
PC1, varyansin %97’sini, PC2, varyansm %2’sini agiklamaktadir. iki bilesen goz 6niine
alindiginda veri setindeki varyansin toplam olarak %99’unu agiklamaktadir. Grafikte
goriilen mavi noktalar kontrol guruplarini (C), kirmiz1 noktalar ise deney gruplarini (T)
ifade etmektedir. Kontrol grubunun (C) kendi igerisinde grafikte yakin olmasi ve deney
grubu (T) ile ayrigsmasi tuzluluk stresi altinda deney ve kontrol gruplar1 arasinda dikkat

cekici farkliliklar oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.2. DESeq?2 sonuglar1 gosterilmektedir. Grafikte, gen ekspresyonu profillemesine dayali olarak
ornekler arasindaki mesafeler gorsellestirilmistir (A). Grafikte, her bir gen i¢in bir nokta belirtilmis ve
belirli bir ifade giiciine sahip genler i¢in dagilim degeri gosterilmektedir (B). Grafikte, deney ve kontrol
gruplart arasinda yapilan diferansiyel eksprese genlerin p-degerlerinin dagilimi gosterilmektedir (C).
Grafikte, deney ve kontrol gruplari arasinda diferansiyel eksprese genler gosterilmektedir. Her bir nokta
bir geni temsil eder ve logaritmik kat degisimi ile normalize edilen ortalama gen sayilar1 karsilagtirilmistir

D).

Sekil 4.2.”de 6rneklerin belirli 6zelliklerine gore grafikleri verilmistir. Sekil 4.2. -
A’da gen ekspresyonlarina gore ornekler arasi mesafe gorsellestirilmistir. Belirtilen
grafikteki renk skalasi incelenen ornekler kapsaminda benzerlikleri ve farkliliklart
belirtmektedir. Koyu mavi tonlar 6rnekler arasindaki biiytik farklari, acik mavi tonlar ise
benzerlikleri ifade etmektedir. Kontrol ve deney gruplarmmin yakin konumlanmasi
biyolojik agidan tekrarlanabilirligin yiiksek oldugunu ifade etmektedir.

Sekil 4.2. B’de her bir gen i¢in dagilimlarina uygun bir egri olusturulmustur. Bir

gen i¢in belirli ifadeye sahip olmasi durumda beklenen dagilim grafigidir. Her bir siyah
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nokta bir geni ifade etmektedir. Dagilimin ortalama ifade seviyesi ve maksimum olasilik
tahmini ile iligkisini ortaya koymaktadir.

Sekil 4.2.- C’de gosterilen histogram grafigi, deney ve kontrol gruplar1 arasinda
ekspresyonunda farklilik olan genlerin sayisinin p-degerine gore dagilimi belirtmektedir.
P-degeri diisiik olan (0’a yakin) genler, uygulanan stres tiirli altinda ekspresyonlarinin
farklilagtigini gostermektedir.

Sekil 4.2.-D’de belirtilen X ekseni normalize edilmis gen sayilarinin ortalamasini
gostermektedir. Y ekseni ise Log2FC deney ve kontrol gruplari1 arasindaki ekspresyon
farkliliklarint logaritmik 6l¢ekte belirtmektedir. Grafik, alt kisminda kalan genler icin
tuzluluk stresi altinda asag regiile edildigini, grafigin iist kisminda olan genler igin ise

tuzluluk stresi altinda yukari regiile edildigini belirtmektedir.

4.1.2. Ekmeklik Bugday (Triticum aestivum)

Cizelge 4.3. DESeq?2 programi ifadesi azalan yonde olan genler

Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
TraesCSU02G045 13,56 -7,25 1,71
TraesCS5B02G150 12,68 -7,15 3,91
TraesCS2D02G534 12,39 -7,11 1,52
TraesCS3B02G529 11,14 -6,96 1,69
TraesCS1A02G084 37,61 -6,83 1,37
TraesCS7A02G092 16,35 -6,54 1,35
TraesCS2D02G533 11,38 -5,99 1,53
TraesCS2A02G018 5,61 -5,96 1,61
TraesCSU02G1871 5,34 -5,90 1,53
TraesCS2B02G581 2,70 -4.91 2,93
TraesCS7D02G169 5,08 -4.81 1,60
TraesCS4D02G103 289,64 -4,51 0,58
TraesCS5B02G002 12,16 -3,89 0,90
TraesCS6B02G435 1,19 -3,74 2,23
TraesCS1D02G154 1,18 -3,73 2,38
TraesCS3B02G183 1,13 -3,67 2,81
TraesCS1B02G429 10,12 -3,55 0,88
TraesCS3D02G367 0,93 -3,45 2,91
TraesCS4B02G388 0,85 -3,25 3,12
TraesCS3B02G281 1,53 -2,99 2,29
TraesCS2B02G101 4,19 -2,98 1,26
TraesCS5B02G552 0,65 -2,89 3,97
TraesCS2A02G048 141,01 -2,70 0,41

TraesCS2A02G161 91,92 -2,67 0,48
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TraesCS5A02G342 11 -2,57 2,10
TraesCS3A02G537 0,49 -2,47 3,99
TraesCS5B02G459 1,04 -2,33 2,51
TraesCS7A02G274 5,46 -2,33 1,05
TraesCS2A02G116 6,74 -2,23 1,08
TraesCS3D02G078 3,01 -2,15 1,96
Cizelge 4.4. DESeq?2 programu ifadesi artan yonde olan genler
Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
TraesCS7D02G369 102,96 8,13 1,79
TraesCS2A02G107 25,60 8,07 3,9
TraesCS2B02G568 9,45 7,99 0,70
TraesCSU02G180 21,43 7,81 3,90
TraesCS5D02G401 16,96 7,49 1,38
TraesCS4D02G032 11,88 6,96 3,91
TraesCS6A02G000 9,64 6,6 1,40
TraesCS5A02G391 8,30 6,45 1,45
TraesCS5B02G354 7,52 6,30 1,39
TraesCS2B02G244 14,57 6,29 1,45
TraesCS5D02G358 5,97 5,97 4,6
TraesCS5A02G122 5,78 591 1,59
TraesCS4A02G036 5,57 5,86 1,80
TraesCS3B02G014 5,26 5,79 3,91
TraesCS4A02G498 41,89 5,56 0,88
TraesCS5B02G061 4,14 5,44 1,58
TraesCS3A02G455 6,49 5,09 1,46
TraesCS5D02G359 9,62 4,76 1,30
TraesCS3B02G151 2,26 4,56 2,47
TraesCS2A02G513 1,95 4,34 2,46
TraesCS5D02G280 5,57 3,95 1,65
TraesCS5B02G071 1,36 3,83 3,45
TraesCS6D02G330 25,49 3,65 0,75
TraesCS1D02G101 1,10 3,51 2,88
TraesCS3A02G346 2,00 3,27 1,97
TraesCS3A02G446 0,85 3,19 3,04
TraesCS1B02G436 0,75 2,97 3,96
TraesCS3D02G291 0,71 2,89 3,27
TraesCS4A02G210 2,63 2,78 1,62
TraesCS6B02G102 6,08 2,57 1,05

DESeq2 analizi sonucunda yaklasik olarak 88.000 genin diferansiyel olarak

ekspresyonun degistigi tespit edilmistir. Ekspresyonu degisen ifade tespiti asamasindan

sonra elde edilen sonucglar GO analizine tabii tutulmustur.
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Sekil 4.3. DESeq?2 sonucunda elde edilen iki boyutlu PCA analizi gosterilmektedir. Ekmeklik bugday

verilerinde, gen ekspresyon varyansinin yiiksek oldugu iki grup boyunca konumlandirilma yapilmstir.

Sekil 4.3.’de eldeki 6rneklerin benzerlikleri ve farkliliklar1 gorsellestirilmistir.
PC1, varyansin %57’sini, PC2, varyansin %24’{inii agiklamaktadr. iki bilesen gz 6niine
alindiginda veri setindeki varyansin toplam olarak %81’ini agiklamaktadir. Grafikte
goriilen mavi noktalar kontrol guruplarini (C), kirmiz1 noktalar ise deney gruplarini (T)
ifade etmektedir. Kontrol grubunun (C) kendi igerisinde grafikte yakin olmasi ve deney
grubu (T) ile ayrigsmasi tuzluluk stresi altinda deney ve kontrol gruplar1 arasinda dikkat

cekici farkliliklar oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.4. DESeq?2 sonuglar1 gosterilmektedir. Grafikte, gen ekspresyonu profillemesine dayali olarak
ornekler arasindaki mesafeler gorsellestirilmistir (A). Grafikte, her bir gen i¢in bir nokta belirtilmis ve
belirli bir ifade giiciine sahip genler i¢in dagilim degeri gosterilmektedir (B). Grafikte, deney ve kontrol
gruplari arasinda yapilan diferansiyel eksprese genlerin p-degerlerinin dagilimi gosterilmektedir (C).
Grafikte, deney ve kontrol gruplari arasinda diferansiyel eksprese genler gosterilmektedir. Her bir nokta
bir geni temsil eder ve logaritmik kat degisimi ile normalize edilen ortalama gen sayilari karsilastirilmistir

D).

Sekil 4.4.’te 6rneklerin belirli 6zelliklerine gore grafikleri verilmistir. Sekil 4.4 -
A’da gen ekspresyonlarina gore ornekler arasi mesafe gorsellestirilmistir. Belirtilen
grafikteki renk skalasi incelenen ornekler kapsaminda benzerlikleri ve farkliliklar:
belirtmektedir. Koyu mavi tonlar 6rnekler arasindaki biiytik farklari, acik mavi tonlar ise
benzerlikleri ifade etmektedir. Kontrol ve deney gruplarmmin yakin konumlanmasi
biyolojik agidan tekrarlanabilirligin yiiksek oldugunu ifade etmektedir.

Sekil 4.4-B’de her bir gen i¢in dagilimlarina uygun bir egri olusturulmustur. Bir

gen i¢in belirli ifadeye sahip olmasi durumda beklenen dagilim grafigidir. Her bir siyah
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nokta bir geni ifade etmektedir. Dagilimin ortalama ifade seviyesi ve maksimum olasilik
tahmini ile iligkisini ortaya koymaktadir.

Sekil 4.4-C’de gosterilen histogram grafigi, deney ve kontrol gruplari arasinda
ekspresyonunda farklilik olan genlerin sayisinin p-degerine gore dagilimi belirtmektedir.
P-degeri diisiik olan (0’a yakin) genler, uygulanan stres tiirli altinda ekspresyonlarinin
farklilagtigini gostermektedir.

Sekil 4.4-D’de belirtilen X ekseni normalize edilmis gen sayilarinin ortalamasini
gostermektedir. Y ekseni ise Log2FC deney ve kontrol gruplari1 arasindaki ekspresyon
farkliliklarint logaritmik 6l¢ekte belirtmektedir. Grafik, alt kisminda kalan genler igin
tuzluluk stresi altinda asag regiile edildigini, grafigin iist kisminda olan genler igin ise

tuzluluk stresi altinda yukari regiile edildigini belirtmektedir.

4.1.3. Kanola (Brassica napus)

Cizelge 4.5. DESeq?2 programi ifadesi azalan yonde olan genler

Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
GSBRNA2T00050955 519,26 -12,60 1,20
GSBRNA2T00078119 226,86 -11,41 1,23
GSBRNA2T00129911 98,72 -10,20 1,31
GSBRNA2T00107069 45,73 -9,10 1,41
GSBRNA2T00058404 324,08 -8,48 0,34
GSBRNA2T00087954 21,18 -7,98 1,81
GSBRNA2T00020233 19,56 -7,87 3,90
GSBRNA2T00022148 10,41 -6,96 1,99
GSBRNA2T00030559 9,47 -6,82 2,04
GSBRNA2T00075272 8,08 -6,59 2,83
GSBRNA2T00058230 6,50 -6,28 3,01
GSBRNA2T00084468 4,92 -5,88 3,30
GSBRNA2T00156277 4,19 -5,65 3,08
GSBRNA2T00048664 123,79 -5,24 2,90
GSBRNA2T00150045 1,93 -4,53 3,93
GSBRNA2T00016279 1,82 -4,45 3,93
GSBRNA2T00044864 1,29 -3,95 3,94
GSBRNA2T00036932 1,19 -3,84 3,94
GSBRNA2T00023297 1,02 -3,62 3,95
GSBRNA2T00126669 25,36 -3,40 1,06
GSBRNA2T00102027 0,73 -3,14 3,97
GSBRNA2T00100428 9,34 -2,93 2,17
GSBRNA2T00103891 9,79 -2,79 2,20
GSBRNA2T00103527 12,30 -2,59 1,48

GSBRNA2T00016774 3,72 -2,33 2,96
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GSBRNA2T00099174 7,04 -2,25 2,14
GSBRNA2T00067257 3,31 -2,14 2,81
GSBRNA2T00146715 8,52 -2,09 2,26
GSBRNA2T00071313 0,34 -2,05 4,04
GSBRNA2T00095507 9,16 -2,01 2,20
Cizelge 4.6. DESeq?2 programu ifadesi artan yonde olan genler
Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
GSBRNA2T00026460 59,90 9,20 1,35
GSBRNA2T00078236 49,49 8,92 1,40
GSBRNA2T00071632 38,76 8,57 3,90
GSBRNA2T00062879 17,95 7,46 1,76
GSBRNA2T00091230 16,53 7,34 1,82
GSBRNA2T00046591 15,10 7,21 1,87
GSBRNA2T00098991 11,26 6,79 2,28
GSBRNA2T00078430 8,05 6,31 2,49
GSBRNA2T00047176 6,20 5,93 2,76
GSBRNA2T00067118 5,28 5,70 2,85
GSBRNA2T00028031 4,92 5,60 2,59
GSBRNA2T00120300 4,09 5,33 3,12
GSBRNA2T00123866 3,24 4,99 3,04
GSBRNA2T00096151 15,36 4,80 1,65
GSBRNA2T00081594 1,98 4,29 3,92
GSBRNA2T00089155 1,56 3,94 3,93
GSBRNA2T00085998 1,42 3,81 3,93
GSBRNA2T00037340 1,25 3,62 3,93
GSBRNA2T00135979 9,18 3,57 1,85
GSBRNA2T00031087 12,26 3,34 1,68
GSBRNA2T00066048 4,04 3,23 2,99
GSBRNA2T00121526 9,14 2,95 2,00
GSBRNA2T00099534 9,19 2,95 1,87
GSBRNA2T00007663 0,72 2,83 3,96
GSBRNA2T00135388 3,92 2,70 3,28
GSBRNA2T00031807 11,80 2,69 1,72
GSBRNA2T00133446 5,93 2,50 2,33
GSBRNA2T00111740 5,03 2,49 2,78
GSBRNA2T00002203 2,04 2,30 3,89
GSBRNA2T00108724 15,14 2,28 1,60

DESeq2 analizi sonucunda yaklasik olarak 74.400 genin diferansiyel olarak

ekspresyonun degistigi tespit edilmistir. Ekspresyonu degisen ifade tespiti asamasindan

sonra elde edilen sonuglar GO analizine tabii tutulmustur.
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Sekil 4.5. DESeq?2 sonucunda elde edilen iki boyutlu PCA analizi gosterilmektedir. Kanola verilerinde,

gen ekspresyon varyansinin yiiksek oldugu iki grup boyunca konumlandirilma yapilmistir.

Sekil 4.5.te eldeki Orneklerin benzerlikleri ve farkliliklar1 gorsellestirilmistir.
PC1, varyansm %98’ini, PC2, varyansin %1’ini agiklamaktadir. Iki bilesen gdz oniine
alindiginda veri setindeki varyansin toplam olarak %99’unu agiklamaktadir. Grafikte
goriilen mavi noktalar kontrol guruplarini (C), kirmizi noktalar ise deney gruplarini (T)
ifade etmektedir. Kontrol grubunun (C) kendi igerisinde grafikte yakin olmasi ve deney
grubu (T) ile ayrigsmasi tuzluluk stresi altinda deney ve kontrol gruplar arasinda dikkat

cekici farkliliklar oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.6. DESeq?2 sonuglar1 gosterilmektedir. Grafikte, gen ekspresyonu profillemesine dayali olarak
ornekler arasindaki mesafeler gorsellestirilmistir (A). Grafikte, her bir gen i¢in bir nokta belirtilmis ve
belirli bir ifade giiciine sahip genler i¢in dagilim degeri gosterilmektedir (B). Grafikte, deney ve kontrol
gruplari arasinda yapilan diferansiyel eksprese genlerin p-degerlerinin dagilimi gosterilmektedir (C).
Grafikte, deney ve kontrol gruplari arasinda diferansiyel eksprese genler gosterilmektedir. Her bir nokta
bir geni temsil eder ve logaritmik kat degisimi ile normalize edilen ortalama gen sayilari karsilastiriimigtir

(D).

Sekil 4.6.’da 6rneklerin belirli 6zelliklerine gore grafikleri verilmistir. Sekil 4.6-
A’da gen ekspresyonlarina gore ornekler arasi mesafe gorsellestirilmistir. Belirtilen
grafikteki renk skalasi incelenen ornekler kapsaminda benzerlikleri ve farkliliklari
belirtmektedir. Koyu mavi tonlar 6rnekler arasindaki biiytik farklari, acik mavi tonlar ise

benzerlikleri ifade etmektedir. Kontrol ve deney gruplarinin yakin konumlanmasi

biyolojik a¢idan tekrarlanabilirligin yiiksek oldugunu ifade etmektedir.
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Sekil 4.6-B’de her bir gen i¢in dagilimlarina uygun bir egri olusturulmustur. Bir
gen i¢in belirli ifadeye sahip olmasi durumda beklenen dagilim grafigidir. Her bir siyah
nokta bir geni ifade etmektedir. Dagilimin ortalama ifade seviyesi ve maksimum olasilik
tahmini ile iligkisini ortaya koymaktadir.

Sekil 4.6-C’de gosterilen histogram grafigi, deney ve kontrol gruplart arasinda
ekspresyonunda farklilik olan genlerin sayisinin p-degerine gore dagilimi belirtmektedir.
P-degeri diisiik olan (0’a yakin) genler, uygulanan stres tiirli altinda ekspresyonlarmin
farklilastigin1 gostermektedir.

Sekil 4.6-D’de belirtilen X ekseni normalize edilmis gen sayilarin ortalamasini
gostermektedir. Y ekseni ise Log2FC deney ve kontrol gruplar1 arasindaki ekspresyon
farkliliklarin1 logaritmik olgekte belirtmektedir. Grafik, alt kisminda kalan genler icin
tuzluluk stresi altinda asag1 regiile edildigini, grafigin iist kisminda olan genler i¢in ise

tuzluluk stresi altinda yukari regiile edildigini belirtmektedir.

4.1.4. Soya (Glycine max)

Cizelge 4.7. DESeq?2 programi ifadesi azalan yonde olan genler

Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
Glyma.17G066600 1993,72 9,71 0,11
Glyma.10G198300 1497,70 -9,43 0,10
Glyma.19G021700 372,60 -8,51 0,16
Glyma.02G222600 22,52 -7,73 1,25
Glyma.07G198800 17,77 -7,39 1,28
Glyma.01G012700 15,33 -7,17 1,28
Glyma.13G295400 9,81 -6,53 1,34
Glyma.02G208900 534,15 -6,49 0,16
Glyma.06G164800 471,05 -6,16 0,14
Glyma.17G155000 95,11 -5,75 0,53
Glyma.02G207700 337,43 -5,66 0,16
Glyma.03G101700 315,72 -5,03 0,26
Glyma.04G233800 2,95 -4,80 1,72
Glyma.07G259400 2,94 -4,79 3,67
Glyma.03G240700 21,39 -4.40 0,77
Glyma.03G174200 4,57 -4.38 1,58
Glyma.16G121900 2,21 -4,37 1,89
Glyma.05G110700 2,03 -4,26 1,85
Glyma.03G201200 1,58 -3,90 2,24
Glyma.11G170100 1,57 -3,89 2,07
Glyma.20G192800 1,41 -3,74 2,33
Glyma.10G143200 1,17 -3.47 2,47

Glyma.01G132600 1,02 -3,27 2,64
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Glyma.07G242800 1,83 -2,98 1,92
Glyma.11G160000 54,10 -2,85 0,38
Glyma.02G109100 2602,05 -2,76 0,12
Glyma.07G125500 336,88 -2,55 0,46
Glyma.06G051600 2,41 -2,41 1,72
Glyma.10G144400 1,19 -2,22 2,31
Glyma.09G245800 0,43 -2,05 3,99
Cizelge 4.8 DESeq2 programi ifadesi artan yonde olan genler
Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
Glyma.16G185100 105,85 10,37 1,20
Glyma.08G180600 1225,20 10,23 0,55
Glyma.18G029900 94,01 10,20 1,20
Glyma.16G162600 59,40 9,53 1,21
Glyma.14G102900 339,38 8,60 0,60
Glyma.06G198600 31,02 8,60 1,23
Glyma.01G229800 2941,15 8,51 0,10
Glyma.10G285300 32,63 7,70 1,24
Glyma.01G091300 32,45 7,69 1,23
Glyma.17G116800 10,66 7,05 1,36
Glyma.19G086200 10,05 6,97 1,35
Glyma.10G089300 8,95 6,81 1,37
Glyma.06G276500 8,06 6,76 1,38
Glyma.10G007200 5,28 6,05 1,50
Glyma.07G236800 15,53 5,72 1,14
Glyma.15G275400 4,15 5,69 1,67
Glyma.10G043900 2,79 5,13 1,84
Glyma.12G133200 2,74 5,09 1,76
Glyma.01G211800 288,75 4,89 0,23
Glyma.05G162400 4,39 4,73 1,53
Glyma.11G129300 1,88 4,56 2,13
Glyma.16G174200 1,40 4,13 2,64
Glyma.18G211000 210,08 3,90 0,22
Glyma.17G093500 1,16 3,86 2,27
Glyma.02G060900 0,92 3,53 2,71
Glyma.02G197900 3,50 2,93 1,42
Glyma.18G254700 65,68 2,85 0,35
Glyma.09G164100 72,30 2,77 0,31
Glyma.06G294200 8,36 2,44 0,85
Glyma.16G174800 14,97 2,06 0,70

DESeq2 analizi sonucunda 56.044 genin diferansiyel olarak ekspresyonun

degistigi tespit edilmistir. Ekspresyonu degisen ifade tespiti asamasindan sonra elde

edilen sonuglar GO analizine tabii tutulmustur.
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Sekil 4.7. DESeq2 sonucunda elde edilen iki boyutlu PCA analizi gosterilmektedir. Soya verilerinde, gen

ekspresyon varyansinin yiiksek oldugu iki grup boyunca konumlandirilma yapilmstir.

Sekil 4.7.°de eldeki 6rneklerin benzerlikleri ve farkliliklar1 gorsellestirilmistir.
PC1, varyansin %69 unu, PC2, varyansin %]13’iinii agiklamaktadir. iki bilesen gdz 6niine
alindiginda veri setindeki varyansin toplam olarak %82’sini agiklamaktadir. Grafikte
goriilen mavi noktalar kontrol guruplarini (C), kirmizi noktalar ise deney gruplarini (T)
ifade etmektedir. Kontrol grubunun (C) kendi igerisinde grafikte yakin olmasi ve deney

grubu (T) ile ayrismasi tuzluluk stresi altinda deney ve kontrol gruplar1 arasinda dikkat

cekici farkliliklar oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.8. DESeq?2 sonuglar1 gosterilmektedir. Grafikte, gen ekspresyonu profillemesine dayali olarak
ornekler arasindaki mesafeler gorsellestirilmistir (A). Grafikte, her bir gen i¢in bir nokta belirtilmis ve
belirli bir ifade giiciine sahip genler i¢in dagilim degeri gosterilmektedir (B). Grafikte, deney ve kontrol
gruplart arasinda yapilan diferansiyel eksprese genlerin p-degerlerinin dagilimi gosterilmektedir (C).
Grafikte, deney ve kontrol gruplari arasinda diferansiyel eksprese genler gosterilmektedir. Her bir nokta
bir geni temsil eder ve logaritmik kat degisimi ile normalize edilen ortalama gen sayilari karsilastiriimigtir

(D).

Sekil 4.8.’de orneklerin belirli 6zelliklerine gore grafikleri verilmistir. Sekil 4.8 -
A’da gen ekspresyonlarina gore ornekler arasi mesafe gorsellestirilmistir. Belirtilen
grafikteki renk skalasi incelenen Ornekler kapsaminda benzerlikleri ve farkliliklar
belirtmektedir. Koyu mavi tonlar 6rnekler arasindaki biiyiik farklari, acik mavi tonlar ise
benzerlikleri ifade etmektedir. Kontrol ve deney gruplarinin yakin konumlanmasi

biyolojik agidan tekrarlanabilirligin yiiksek oldugunu ifade etmektedir.
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Sekil 4.8-B’de her bir gen i¢in dagilimlarina uygun bir egri olusturulmustur. Bir
gen i¢in belirli ifadeye sahip olmasi durumda beklenen dagilim grafigidir. Her bir siyah
nokta bir geni ifade etmektedir. Dagilimin ortalama ifade seviyesi ve maksimum olasilik
tahmini ile iligkisini ortaya koymaktadir.

Sekil 4.8-C’de gosterilen histogram grafigi, deney ve kontrol gruplart arasinda
ekspresyonunda farklilik olan genlerin sayisinin p-degerine gore dagilimi belirtmektedir.
P-degeri diisiik olan (0’a yakin) genler, uygulanan stres tiirli altinda ekspresyonlarmin
farklilastigin1 gostermektedir.

Sekil 4.8-D’de belirtilen X ekseni normalize edilmis gen sayilariin ortalamasini
gostermektedir. Y ekseni ise Log2FC deney ve kontrol gruplar1 arasindaki ekspresyon
farkliliklarin1 logaritmik olgekte belirtmektedir. Grafik, alt kisminda kalan genler icin
tuzluluk stresi altinda asag1 regiile edildigini, grafigin iist kisminda olan genler i¢in ise

tuzluluk stresi altinda yukari regiile edildigini belirtmektedir.

4.1.5. Msir (Zea mays)

Cizelge 4.9. DESeq?2 programu ifadesi azalan yonde olan genler

Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
Zm00001d011508 72,87 -9,52 1,40
Zm00001d038870 46,58 -8,88 2,01
Zm00001d040026 27,74 -8,13 1,86
Zm00001d017453 24,29 -7,94 1,28
Zm00001d031228 17,42 -7,46 1,35
Zm00001d037894 235,64 -7,01 0,83
Zm00001d002820 12,48 -6,98 1,35
Zm00001d004509 10,45 -6,72 2,68
Zm00001d047276 16,26 -6,39 1,30
Zm00001d028751 3,95 -5,31 1,82
Zm00001d039507 3,42 -5,11 3,73
Zm00001d028092 3,27 -5,05 1,84
Zm00001d042359 3,16 -4,99 1,72
Zm00001d051855 2,79 -4,82 1,77
Zm00001d039094 2,65 -4,74 2,11
Zm00001d024340 2,44 -4,62 1,80
Zm00001d010440 25,10 -4,59 0,85
Zm00001d015874 1,50 -3,91 2,32
Zm00001d048710 13,89 -3,75 1,80
Zm00001d028574 129,13 -3,67 0,72
Zm00001d036051 1,19 -3,59 3,94
Zm00001d009248 1,93 -3,40 1,91

Zm00001d013707 0,79 -3,00 3,56
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Zm00001d017480 0,79 -2,99 3,56
Zm00001d027581 102,42 -2,84 0,73
Zm00001d029038 1,58 -2,78 2,40
Zm00001d049161 1,40 -2,60 2,49
Zm00001d033394 2,18 -2,40 2,33
Zm00001d033878 1,16 -2,22 2,07
Zm00001d024677 66,80 -2,08 0,48
Cizelge 4.10. DESeq2 programi ifadesi artan yonde olan genler
Gene ID Base mean log2(FC) StdErr
Zm00001d012259 375,22 9,65 1,04
Zm00001d003365 676,13 9,29 1,34
Zm00001d023768 42,87 8,96 1,27
Zm00001d018738 617537 7,90 1,01
Zm00001d018700 912,16 7,89 1,16
Zm00001d027947 22,18 7,05 1,63
Zm00001d040071 21,33 6,97 1,47
Zm00001d049704 16,47 6,60 2,08
Zm00001d006531 8,08 6,57 1,56
Zm00001d008449 453,91 6,00 1,05
Zm00001d029341 5,40 5,97 1,51
Zm00001d016637 4,38 5,65 2,32
Zm00001d027890 3,40 5,29 2,76
Zm00001d007168 45,87 4,96 1,46
Zm00001d011639 46,24 4,69 0,94
Zm00001d021497 2,00 4,58 1,99
Zm00001d048417 307,86 4,20 0,82
Zm00001d043011 6,88 3,92 1,86
Zm00001d045395 641,48 3,84 1,01
Zm00001d016415 199,05 3,56 1,03
Zm00001d041672 0,85 3,29 3,44
Zm00001d020915 99,14 3,17 0,81
Zm00001d023248 16,01 3,00 1,14
Zm00001d015616 27,05 2,99 0,69
Zm00001d036767 183,99 2,82 1,01
Zm00001d045935 966,37 2,67 0,96
Zm00001d013638 20,18 2,49 0,96
Zm00001d035383 467,90 2,36 0,97
Zm00001d022032 470,53 2,29 0,67
Zm00001d042964 3,32 2,13 1,49

DESeq2 analizi sonucunda 34.498 genin diferansiyel olarak ekspresyonun
degistigi tespit edilmistir. Ekspresyonu degisen ifade tespiti asamasindan sonra elde

edilen sonuglar GO analizine tabii tutulmustur.
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Sekil 4.9. DESeq?2 sonucunda elde edilen iki boyutlu PCA analizi gdsterilmektedir. Misir verilerinde, gen

ekspresyon varyansinin yiiksek oldugu iki grup boyunca konumlandirilma yapilmstir.

Sekil 4.9.°da eldeki 6rneklerin benzerlikleri ve farkliliklar1 gorsellestirilmistir.
PC1, varyansin %77’sini, PC2, varyansin %13 {inii agiklamaktadir. iki bilesen gz 6niine
alindiginda veri setindeki varyansin toplam olarak %90’1n1 agiklamaktadir. Grafikte
goriilen mavi noktalar kontrol guruplarini (C), kirmiz1 noktalar ise deney gruplarini (T)
ifade etmektedir. Kontrol grubunun (C) kendi igerisinde grafikte yakin olmas1 ve deney
grubu (T) ile ayrismasi tuzluluk stresi altinda deney ve kontrol gruplar1 arasinda dikkat

cekici farkliliklar oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.10. DESeq2 sonuglar1 gosterilmektedir. Grafikte, gen ekspresyonu profillemesine dayali olarak
ornekler arasindaki mesafeler gorsellestirilmistir (A). Grafikte, her bir gen i¢in bir nokta belirtilmis ve
belirli bir ifade giiciine sahip genler i¢in dagilim degeri gosterilmektedir (B). Grafikte, deney ve kontrol
gruplari arasinda yapilan diferansiyel eksprese genlerin p-degerlerinin dagilimi gosterilmektedir (C).
Grafikte, deney ve kontrol gruplari arasinda diferansiyel eksprese genler gosterilmektedir. Her bir nokta
bir geni temsil eder ve logaritmik kat degisimi ile normalize edilen ortalama gen sayilari karsilastirilmigtir

D).

Sekil 4.10°da o6rneklerin belirli 6zelliklerine gore grafikleri verilmistir. Sekil 4.10
-A’da gen ekspresyonlarina gore ornekler arasi mesafe gorsellestirilmistir. Belirtilen
grafikteki renk skalasi incelenen Ornekler kapsaminda benzerlikleri ve farkliliklar
belirtmektedir. Koyu mavi tonlar 6rnekler arasindaki biiyiik farklari, agik mavi tonlar ise
benzerlikleri ifade etmektedir. Kontrol ve deney gruplarinin yakin konumlanmasi

biyolojik agidan tekrarlanabilirligin yiiksek oldugunu ifade etmektedir.
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Sekil 4.10- B’de her bir gen i¢in dagilimlarina uygun bir egri olusturulmustur. Bir
gen i¢in belirli ifadeye sahip olmasi durumda beklenen dagilim grafigidir. Her bir siyah
nokta bir geni ifade etmektedir. Dagilimin ortalama ifade seviyesi ve maksimum olasilik
tahmini ile iligkisini ortaya koymaktadir.

Sekil 4.10- C’de gosterilen histogram grafigi, deney ve kontrol gruplar1 arasinda
ekspresyonunda farklilik olan genlerin sayisinin p-degerine gore dagilimi belirtmektedir.
P-degeri diisiik olan (0’a yakin) genler, uygulanan stres tiiri altinda ekspresyonlarinin
farklilastigin1 gostermektedir.

Sekil 4.10-D’de belirtilen X ekseni normalize edilmis gen sayilarinin ortalamasini
gostermektedir. Y ekseni ise Log2FC deney ve kontrol gruplar1 arasindaki ekspresyon
farkliliklarin1 logaritmik olgekte belirtmektedir. Grafik, alt kisminda kalan genler icin
tuzluluk stresi altinda asag1 regiile edildigini, grafigin iist kisminda olan genler i¢in ise

tuzluluk stresi altinda yukari regiile edildigini belirtmektedir.

4.2. Bitki Tiirlerinde Tuzluluk Stresi Altinda Tespit Edilen Ortak Genler

DEG’lerin analizi sonucu elde edilen veriler, yiiriitiilen tez kapsaminda bitki
tiirlerinde ortak genlerin bulunmasi amaciyla karsilagtirilmistir. Bu bdliimde bulunan
genler incelenen bitki tiirlerde tuzluluk stresi altinda elde edilen verileri bir dizi

transkriptomik analizlere tabii tutarak elde edilmistir.

“Kalsinorin B-benzeri 2 (CBL2)” proteini bitkilerde kalsiyum sensorleri olarak
gorev almaktadirlar (Hashemipetroudi vd., 2022). CBL2 proteinleri bitkilerin abiyotik
stres tiirlerine karsi cevabinda “CBL ile etkilesime giren protein kinazlar (CIPK)” ile
birlikte biiylime ve gelismede rol oynamaktadirlar (Hashemipetroudi vd., 2022). CBL gen
ailesi ilk olarak Arabidopsis thaliana’da tanimlanmistir (Su vd., 2020). Arabidopsis
thaliana’da yapilan bir ¢alismada CBL2 geni hedef CIPK’larla birlestirilmis birkag
CBL’nin diisiik potasyum (K ) ve yiiksek sodyum (Na ") da dahil iyonik stres kosullarina
karsin bir yanit islevi siirdiirdiigii gosterilmektedir. CBL Ca > sensérii SOS3/CBL4 ve
CIPK tipi kinaz SOS2/CIPK24, plazma membranindaki Na * / H ™ antiporteri SOS1'i
diizenleyerek tuz stresi adaptasyonunda Ca > sinyal yolundaki temel bilesenler olarak

tanimlanmistir (R.-J. Tang vd., 2012) .
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Sekil 4.11. CBL2 geni Swiss-Prot modellemesi.

“Tuza asir1 duyarli 2 (SOS2)” ve “tuza asir1 duyarli 3 (SOS3)” genleri bitkilerin
tuzluluk stresi altinda iyon homeostazisinin korunmasinda Onemli bir rol
oynamaktadirlar. SOS2 serin/treonin protein kinaz ve SOS3 kalsiyum baglayici bir
proteindir (Ali vd., 2023). Tuzluluk stresinde sitozoldeki serbest kalsiyum (Ca %)
seviyesindeki degisiklikler SOS2 kinaza baglanan ve aktive eden SOS3 tarafindan
algilanmaktadir. Bu kompleks (SOS2-SOS3) daha sonra SOSI ile etkilesime girerek onu
aktive etmektedir. Boylece hiicrede sodyum disar1 atilarak hiicre igerisinde birikimi
engellenmektedir. Boylelikle tuz stresine karsin tolerans saglanmis olmaktadir (Huang
vd., 2024). Domateste yapilan bir ¢alismada, 200 mmol NaCl uygulanmasindan sonra

SOS3’lin gii¢lendirici olan LeENHI’in transkripsiyon seviyesinin artarak 24 saat
sonunda en {ist seviyede oldugu tespit edilmistir (D. Li vd., 2013).
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Sekil 4.12. SOS2 geni (A), SOS3 geni (B) ve SOS1 geni (C) Swiss-Prot modellemesi.

“Sodyum-potasyum tasiyict (NHX1)” geni bitkilerde Na* / H " antiporterlerini
kodlamaktadir. Hiicrede, membranda bulunmaktadirlar. Bitkilerde genellikle {i¢ sinifta
aciklanmaktadirlar. Lokalizasyon yerleri sinif I vakuol membraninda, sinif II endozom’da
ve sinif I plazma membraninda olmak iizere agiklanmaktadir (Fukuda vd., 2011; Yokoi
vd., 2002).

Kabak (Cucurbita L.)’ ta yapilan bir ¢alismada NHX1’in yaprak mezofili ve
yaprak damarlarinda tuzlulugu kars1 yanit olusturdugu gosterilmektedir (Shen vd., 2023).

Kavak (Populus trichocarpa)’ta yapilan ¢alismada sicaklik, kuraklik, soguk ve
tuz stresine karsi yanitta rol oynayan yedi NHX geni tanimlanmistir (Tian vd., 2017).
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Sekil 4.13. NHX1 geni Swiss-Prot modellemesi.

“Glutatyon S-transferaz (GST)” geni ¢cogunlukla sitozolde ifade edilmektedir. Ko-
subsrat veya ko-enzim olarak kullanilabilen korunmus bir protein ailesidir (Dixon vd.,
2002). Stres tiirleri disinda sinyal iletimi ve herbisit detoksifikasyonu gibi diizenleyici
rolleri de bulunmaktadir (Holmberg ve Biilow, 1998). Dolayli olarak reaktif oksijen
tiirlerinin uzaklastirilmasina katkida bulunmaktadirlar (Hernandez Estévez ve Rodriguez
Hernandez, 2020). Dizi kimliklerine gore bes sinifta ifade edilmekte ve bunlardan tau ve
phi olarak adlandirilan smiflar1 bitkilere 6zgiidiir (Dixon vd., 2002). Soya fasulyesine
yapilan bir ¢alismada 150 mM NaCl uygulamasi altinda prolin ve trehaloz gibi koruyucu
metabolitlerin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu ve oksidatif pentoz fosfat yolaginin

uyarilmasiyla karakterize oldugu gosterilmektedir (Kissoudis vd., 2015).
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Sekil 4.14. GST geni Swiss-Prot modellemesi.

“Askorbat peroksidaz (APX)” geni bitki biiylime ve gelisiminde rol oynamaktadir
(Najami vd., 2008). Reaktif oksijenlerden H> O>’nin temizlenmesinde gérev almaktadir.
Arabidopsis thaliana’da kuraklik stresi altinda APX’in kloroplastlar1 oksidatif
hasarlardan korudugu tespit edilmistir (Lu vd., 2007). Kloroplast veya mitokondrilerde
bulanan APX, yapraktaki yliksek tuz konsantrasyonuna kars: indiiklendigi goriilmiistiir
(Leng vd., 2021). Sorgum (Sorghum bicolor L.)’da kuraklik stresi uygulamasi yapilmig
ve dokuz APX iiyesi tanimlanmistir (Akbudak vd., 2018).

Sekil 4.15. APX geni Swiss-Prot modellemesi.
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“Katalaz (CAT)” geni bitkilerde elektron transferini saglayarak hidrojen peroksidi
su ve oksijene parcalamaktadir. Bitki savunmasinda ve strese karsi yanitta 6nemli bir rol
iistlenmektedir. Piring (Orzya sativa)’da yapilan bir calismada CAT gen ifadesinin farkli
abiyotik stres tiirlerine kars1 ve hastalik direncine kars1 arttig1 goriilmiistiir (Yu vd., 2016).
Patates’te CAT geninin asir1 ekspresyonu bitki boyunu ve yaprak miktarini arttirdigi
goriilmiistiir (H.-J. Chen vd., 2012). Misir (Zea mays)’da CAT2 nin ekspresyonu CAT

aktivitesini arttirarak patojen direnci sagladigi goriilmiistiir (Polidoros vd., 2001).

Sekil 4.16. CAT geni Swiss-Prot modellemesi.

“Siiperosik dismutaz (SOD)” geni bitki biiylime, gelisme ve abiyotik strese karsi
yanitta onemli bir rol iistlenmektedir. Bitkileri ROS toksisitesinin zararli etkilerde
korumakla gorevli anitoksidan enzimlerdir (W. Wang vd., 2016). “SOD proteinleri metal
kofaktorlerine gore bakir/¢cinko SOD (Cu/Zn-SOD), demir SOD (Fe-SOD) ve mangan
SOD (Mn-SOD) olmak {izere iige ayrilmaktadir” (Zelko vd., 2002). Pamuk (Gossypium
hirsutum)’da yapilan bir ¢alismada tuz stresi altinda SOD’un bitkinin yapraklarinda
indiiklendigini gosterilmistir (W. Wang vd., 2017). Bezelye (Pisum sativum)’da yapilan
bir calismada tuz stresi altinda SOD aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir (Hernandez vd.,

2000).
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Bugday (Triticum aestivum)’da yapilan caligmada, bitkilere 150 mM NaCl
uygulamasi yapilmis ve elde edilen verilerle GO zenginlestirme analizi yapilmistir.
Analiz sonucu elde edilen bilgiler TaSOD'un GO terimlerinin “sliperoksit dismutaz
aktivitesi”’,  “oksidasyon-rediiksiyon  siireci” ve = “siliperoksit radikallerinin

uzaklastirilmas1” basliklar1 altinda ifade edildigi goriilmiistiir (Jiang vd., 2019).

Sekil 4.17. SOD geni Swiss-Prot modellemesi.

“Pirolin-5-karboksilat rediiktaz (PSCR)” geni bitkilerde prolin biyosentezinde rol
oynamaktadir. Prolin hiicre zarinin korunmasinda ve hiicre i¢i serbest radikallerin
temizlenmesinde rol alan bir amino asit olma 6zelligi tasimaktadir (C. Chen vd., 2021).
Abiyotik stres tiirleri altinda prolin biyosentezi; ilki glutamat yolag1 ve ikincisi de ornitin
yolag1 olmak tizere iki sekilde meydana gelmektedir. “Glutamat yolagi, glutamik asit
(Glu), glutamil semialdehit (GSA) tiretmek i¢in pirolin-5-karboksilik sentaz (P5CS)
tarafindan katalize edilir ve GSA otomatik olarak pirolin-5-karboksilik aside (P5C)
siklize olur ve ardindan P5C, P5C rediiktazin (PSCR) etkisi altinda prolin
tiretmektedir”(C. Chen vd., 2021). “Ornitin yolagi, Ornitin aminotransferaz (OAT),
Orn'un GSA/P5C'ye transaminasyonunu saglamaktadir” (Verslues ve Sharma, 2010).
Soya, bezelye ve bugday’da tuz uygulamasi yapilmasindan sonra PSCR’nin mRNA

seviyesinde artis oldugu gosterilmistir (Delauney ve Verma, 1993).
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Sekil 4.18. PSCR geni Swiss-Prot modellemesi.

“NAC” geni kodladiklar1 transkripsiyon faktorleriyle birlikte bitkide hormon
sinyal yolag1 ve senesens gibi olduk¢a 6nemli hiicresel siireclerde rol listlenmektedirler.
Abiyotik ve biyotik streslerde TF ailesinin bir¢ok iiyesinin asir1 ifadesi stres tiirlerine
karsin toleransin artmasina sebep olmaktadir (B. Wang vd., 2015). Abisisik asit (ABA)
ile indiiklenen NAC genlerinin yani sira NAC genleri tarafindan kodlanan bazi
proteinlerin de ABA biyosentezinde rol aldig1 gorilmiistiir (Mao vd., 2016). Yang ve
arkadaslar1 (2011), tuz stresine tepki ve yaprak yaslanmasiyla arasindaki sinyal iletimini
diizenleyen NAC TF’ii olan “VND INTERACTING2'yi (VNI2)” tanimlamislardir (Yang
vd., 2011).




57

Sekil 4.19. NAC geni Swiss-Prot modellemesi.

“Glutamat dehidrogenez (GDH)” geni azot ve karbon metabolizmasinda rol
almakta ve Glutamat’in deaminasyonunu katalizlemektedir (Eprintsev ve Anokhina,
2023) . Hiyar yaprakla