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Dereotu (Anethum graveolens L.), Apiaceae familyasina ait Gnemli bir aromatik ve tibbi bitki olup;
gida, kozmetik ve farmakoloji alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ekonomik ve farmakolojik
acidan 6nemli bir tiir olmasina ragmen, dereotunun abiyotik stres kosullarina verdigi molekiiler yanitlar
iizerine yapilan ¢alismalar oldukga smirlidir. Ozellikle soguk stresine kars1 gelisen fizyolojik ve genetik
mekanizmalart yeterince arastirilmamis olup, dereotunda transkriptom diizeyinde gergeklestirilen
caligmalarin sayist oldukga azdir. Bu nedenle, dereotu bitkisinde soguk stresine bagl transkriptomik
degisimlerin belirlenmesi amaciyla mevcut arastirma gerceklestirilmistir. Bu kapsamda dereotu kisa okuma
platformlar1 kullanilarak sekanslanmis ve elde edilen transkriptom verileri biyoinformatik analizlerle
degerlendirilmistir. Deseq2 araciligiyla diferansiyel ekspresyonu degisen genler tespit edilmistir. Soguk
stres kosullarinda farkli ifade edilen genlerin tanimlanmasi amaciyla BLAST analizleri uygulanmis,
genlerin biyolojik siiregleri, molekiiler fonksiyonlari ve hiicresel bilesenleri Gen Ontolojisi (GO) analizleri
ile incelenmistir. Ayrica metabolik yollar ve stres yanit mekanizmalarimin belirlenmesi i¢in KEGG yolak
analizlerinden yararlanilmistir. GMATA yazilim1 kullanilarak transkriptom verilerinden basit tekrar dizileri
(SSR) belirlenmis ve SSR primer tasarimlar: gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglarin, dereotunda soguk
strese karst gelisen molekiiler savunma mekanizmalarmin anlagilmasina, gelecekte abiyotik stres
toleransina yonelik genetik, molekiiller ve markor destekli 1slah c¢aligmalarima katki saglamasi
hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Abiyotik Stres, Biyoinformatik, Dereotu, Soguk Stresi, SSR,
Transkriptom Analizi

v



ABSTRACT

MS THESIS

DETERMINATION OF THE EFFECT OF COLD STRESS ON DILL (Anethum
graveolens L..) mRNA TRANSCRIPTOME

Secde Nur SAFRAN

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ali Tevfik UNCU
2026, 84 Pages

Jury
Assoc. Prof. Dr. Ali Tevfik UNCU
Prof. Dr. Emrah TORLAK
Prof. Dr. Onder TURKMEN

Dill (Anethum graveolens L.) is an important aromatic and medicinal plant belonging to the
Apiaceae family, widely used in food, cosmetics, and pharmacology. Despite its economic and
pharmacological importance, studies on the molecular responses of dill to abiotic stress conditions are quite
limited. In particular, the physiological and genetic mechanisms that develop in response to cold stress have
not been sufficiently investigated, and the number of studies conducted at the transcriptome level in dill is
quite small. Therefore, this research was conducted to determine the transcriptomic changes in dill plants
due to cold stress. In this context, dill was sequenced using short-read platforms, and the obtained
transcriptome data were evaluated using bioinformatics analyses. Genes with altered differential expression
were identified via Deseq2. BLAST analyses were applied to identify genes with differential expression
under cold stress conditions, and the biological processes, molecular functions, and cellular components of
the genes were examined using Gene Ontology (GO) analyses. Furthermore, KEGG pathway analyses were
used to determine metabolic pathways and stress response mechanisms. Simple repeat sequences (SSRs)
were identified from transcriptome data using GMATA software, and SSR primer designs were performed.
The aim is for these results to contribute to understanding the molecular defense mechanisms that develop
against cold stress in dill, and to future genetic, molecular, and marker-assisted breeding studies aimed at
abiotic stress tolerance.

Keywords: Abiotic Stress, Bionformatics, Cold Stress, Dill, SSR, Transcriptome Analysis
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1. GIRIS

Gida giivenligi ve {liretimi i¢in en biiylik risk faktorlerinden birisi her yil etkileri
daha belirgin hale gelen iklim degisiklikleridir. Genetik cesitliligi azaltan, tirlinlerin
verimini diisiiren dolayisiyla da ekonomi ve gidaya ulagim agisindan zorluklara neden
olan bu degisiklikler i¢in 6nlem alinmasi gerekmektedir. Ciinkii genetik cesitliligin
azalmasiyla birlikte bitkilerin karsilastig1 abiyotik streslere karsi uyum yetenekleri de
azalmaktadir. Bu stres faktorleri arasinda Ozellikle soguk stresi, bitkilerin biiyiime,
gelisme ve cografi dagilimini sinirlayan en onemli ¢evresel faktorlerden biridir. Soguk
stresi; hiicre zar1 akigkanliginin bozulmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesi ve
metabolik dengesizlikler gibi pek ¢ok olumsuzluga yol agarak bitki gelisimini olumsuz
etkilemektedir. Bu nedenle bitkilerin abiyotik streslere maruz kaldiginda verdigi
cevaplar1 anlamlandirmak molekiiler agidan olduk¢a 6nemlidir.

Yeni nesil dizileme teknolojileri ile yapilan transkriptomik analizler (RNA-seq),
bitkilerin stres aninda verdikleri toplam mRNA yanitin1 (transkriptom) ortaya koyarak,
adaptasyon mekanizmalariin molekiiler diizeyde acgiklanmasina katki saglamaktadir.
Aromatik ve tibbi bitkiler arasinda onemli bir yere sahip olan dereotu (Anethum
graveolens L.), hem gida endiistrisinde hem de farmakolojik alanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, dereotunun oOzellikle erken gelisim donemlerinde maruz
kaldig1 soguk stresi, iiriin kalitesini ve toplam verimini ciddi oranda diistirmektedir.
Buna ragmen, dereotunda soguk stresine kars1 gelisen molekiiler yanit mekanizmalari
halen tam olarak acikliga kavusturulamamistir.

Yapilan tez calismasi1 kapsaminda, dereotu transkriptomu RNA-seq teknolojisi
kullanilarak sekanslanmis ve elde edilen veriler lizerinden diferansiyel gen ekspresyon
analizleri gergeklestirilmistir. Bu genlerin biyolojik rollerini ortaya koymak amaciyla
BLAST tabanli homoloji analizi, Gen Ontolojisi (GO) ve KEGG analizleri yapilarak
fonksiyonel anotasyonlar1 yapilmistir. Bunun yani sira, elde edilen transkriptom verileri
iizerinde GMATA yazilimi kullanilarak SSR bdlgeleri belirlenmis ve bu bolgelerden
potansiyel molekiiler markor tasarimi gerceklestirilmistir.

Bu tez ¢alismasi, dereotunun soguk stresine verdigi molekiiler yanitlarin ilk kez
kapsamli bir sekilde ortaya konulmasi, stres tolerans mekanizmalarinin anlagilmast,
verim ve kalite kayiplariin azaltilmasina yonelik stratejilerin gelistirilmesine katki
saglanmas1 amaciyla yiiritilmiistiir. Ayrica, elde edilen SSR bolgeleri iizerinden

molekiiler markor gelistirilerek, dereotunda genetik cesitliligin ortaya konulmasi ve



ileride yiiriitiilecek 1slah c¢aligmalarina molekiiler diizeyde katki saglanmasi
amaglanmstir.

Literatiirde dereotunun soguk stresine yonelik transkriptomik ¢alismalarin son
derece sinirli olmasi, bu tez ¢alismasinin 6zgiin degerini ve 6nemini artirmaktadir. Elde
edilen verilerin, bitkide stres kaynakli verim ve kalite kayiplarinin azaltilmasina yonelik
stratejilerin gelistirilmesinde kullanilabilir nitelikte olmas1 beklenmektedir. Ayrica, bu
caligma kapsaminda gelistirilen SSR belirtecleri dereotunda genetik c¢esitliligin ortaya
konulmasina olanak saglayarak, gelecekte yiiriitiilecek 1slah ¢alismalarima 6nemli bir

molekiiler altyap: sunmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Dereotu (Anethum graveolens L.)

Dereotu (Anethum graveolens L.), maydanozgiller (dpiaceae/ Umbelliferae)
familyasina ait bir baharat bitkisi olup tipik bir dis caprazlama tiiriidiir ve diploid (2n=22)
kromozom yapisina sahiptir (Amiri ve Joharchi, 2016; Ayhan ve Ozel, 2017; Mandavia
ve Tomar, 2019). Tek ya da iki yilda bir, otsu, tohumla ¢ogaltilan bu bitki Anethum
cinsinin tek tiridir (Kadoglidou vd., 2023). A. graveolens’in genom biiyiikligii,
kromozom diizeyinde gergeklestirilen ¢aligma sonucunda 1.17 GB olarak belirtilmistir
(Y.-H. Wang vd., 2026). Dereotunun tohum, bitki ve cicek yapilar1 Sekil 2.1°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. a. Tohumlar b. Bitki ¢. Cigek (Shekhawat ve Jana, 2010)

Anavatanimin Asya’nmn batis1 ve Avrupa’nin giineyi oldugu (Ayhan ve Ozel,
2017), cok eski ¢aglardan beri yetistirildigi bilinmektedir (Bailer vd., 2001). Aym
zamanda akdeniz bolgesinde de dogal olarak yetistigi belirtilmistir. Ancak giliniimiizde
hemen hemen tiim Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri ve Akdeniz iilkeleri de dahil
bircok tilkede yetistirildigi bilinmektedir (Yaldiz vd., 2018).

A. graveolens’in sindirim hastaliklari, mide agrisi, solunum problemleri,
laktasyon yetmezligi, kolestroliin ve glikozun azaltilmas1 gibi durumlarda kullanilmasi
geleneksel bitkisel tipta tavsiye edilmektedir (Goodarzi vd., 2016; Jalili vd., 2021).
Glintimiizde dereotunun hipolipidemik, antikanser, antidiyabetik, antispazmodik,
antimikrobiyal, antifungal, antienflamatuar, antioksidan ajan ve kisirhig1 Onleyici
farmakolojik etkileri oldugunu gosteren bir¢ok ¢aligma vardir (Chahal vd., 2017; Jalili
vd., 2021). Ayrica hazimsizlik ve sigkinlik giderici, siit salgisini1 uyarici ve analjezik ajan

olarak kullanildig1 da belirtilmistir (Manzuoerh vd., 2019).



Dereotu taze olarak tiiketilmesinin yani sira tohumlar1 baharat olarak, kurutulmus
yapraklar1 ise ¢esni ve ¢ay olarak tiiketilmektedir (Shekhawat ve Jana, 2010). Tohumlar1
salatalik tursusunu tatlandirmak amaciyla tursu sanayisinde yaygin olarak tercih
edilmektedir. Gida endiistrisinde sebzeleri, ekmekleri, hamur islerini, ¢orbalari, salata ve
soslar1 da tatlandirmak ve baharatlamak i¢in kullanilmaktadir. Bunu yani sira olgun
tohumlar1 parflimeri ve sabun yapiminda, dereotu tohumu yagindan elde edilen oleoresin
ise sinirli ticari 6neme sahip inflizyon, tentiir ve sivi ekstraktlarinda kullanilmaktadir
(Small, 2006). Kisacas1 dereotu gida, kozmetik, saglik ve tibbi amaglarla kullanildigindan
dolay1 ticari olarak ve besin degeri agisindan olduk¢a 6nemlidir (Deveci, 2022; Taddeo

vd., 2017).
2.1.1. Dereotunun smiflandirilmasi

Dereotu, Apiaceae (Umbelliferae) familyasina ait tibbi ve aromatik bir bitkidir
(Ninou vd., 2017). Ailenin diger iiyeleri; frenk maydanozu, melekotu, kereviz, kimyon,
kisnis, rezene, galbanum ve anasondur. Bu ailedeki bitkilerin sahip oldugu karakteristik
keskin-aromatik koku genellikle icerdikleri ucucu yag veya oleoresinden
kaynaklanmaktadir (Amiri ve Joharchi, 2016). Cizelge 2.1’de dereotunun

siiflandirilmasi ayrintili sekilde gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Anethum graveolens L. Sistematigi (Chahal vd., 2017)

Taksonomik Seviye Siniflandirma
Domain Eukaryota (Okaryotlar)
Alem Plantae
Boliim Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Takim Apiales
Familya Apiaceae
Cins Anethum

Tiir Anethum graveolens L.




2.1.2. Biyoaktif bilesenler ve besin dgeleri

Dereotu yapraklari, ugucu yag, yag asitleri, vitamin, mineral, protein ve lif iceren
onemli bir bitkidir (Deveci, 2022). Bitkinin yaprak ekstraktlarinda 39’u birincil, 2’si
ikincil olmak tizere toplam 41 metabolit tespit edilmistir (Thanuma vd., 2025).
Dereotunda %36 karbonhidrat, %15,7 protein, %14,8 lif, %9,8 kiill ve %8,4 nem
bulunmaktadir (Altameme vd., 2017; Deveci, 2022). Ayn1 zamanda fenolik asitler
(klorojenik asit, vanilik asit, siringik asit, kumarik asit, ferulik asit, benzoik asit), flavonol
(kamferol, kuersetin ve rutin), flavon (apigenin, lutealin), flavanon (naringenin) gibi
fenolik bilesikler, polifenoller, antioksidanlar, temel mineraller, folik asit, riboflavin,
niasin, pantotenik asit, folat, A vitamini, C vitamini ve B6 vitamini igeren olduk¢a zengin
bir kaynaktir (Fincan ve Ciftci, 2021; Kalangi vd., 2016).Dereotu eteri, karvon, limonen,
apiol, trans-dihidrokarvon bitkide baglica bilesenler olarak bulunurken gama-terpinen, m-
simen ve miristisin mindr bilesenler olarak bulunmaktadir (Babri vd., 2012). A.

graveolens ucucu yaginda bulunan bilesenlerin kimyasal yapist Sekil 2.2°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. A. graveolens ugucu yaginda bulunan bilesenlerin kimyasal yapisi (Chahal vd., 2017)




2.1.3. Farmakolojik aktiviteler

Anethum graveolens (dereotu), sahip oldugu fitokimyasal bilesenler sayesinde ¢ok
yonlii farmakolojik 6zellikler gostermektedir. Dereotu, yalnizca besin olarak degil, ayni
zamanda cesitli biyolojik etkileri nedeniyle de dikkat c¢eken bitkiler arasinda yer
almaktadir. Bu kapsamda dereotunun farmakolojik 6zellikleri bir¢ok farkli baslik altinda

incelenmektedir.
2.1.3.1. Antioksidan etKkisi

Antioksidanlar, oksitleyici zincir reaksiyonlarinin baglatilmasini ya da
yayilmasint engelleyip lipitlerin ve diger molekiillerin oksidasyonunu geciktiren veya
engelleyen maddelerdir (Velioglu vd., 1998). Dereotu esansiyel yaglarinin ve aseton
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin ¢esitli testlerle incelenmesi sonucu orta ve ileri
diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (Singh vd., 2007). 4. graveolens’in
antioksidan aktivitesi daha ¢ok fenolik bilesenlerden kaynaklanmakta olup serbest
radikalleri absorbe etme ve etkisizlestirme, tekli ve iicli oksijeni sondiirme, peroksitleri
ayristirma gibi 6nemli gérevleri tistlenirler (Ozliman vd., 2021).

Dereotu ¢icegi, tohumu ve yapraklarinin antioksidan aktivitesi heksan, etil asetat,
su, aseton ve etanol ekstraktlarinda tespit edilmistir (Isbilir ve Sagiroglu, 2011; Shyu vd.,
2009). Bitkinin antioksidan aktivitesi degerlendirildiginde tiim testlerde en yiiksek
antioksidan aktiviteyi c¢icek ekstraktinin gosterdigi saptanmistir. Cigek ekstraktlari
arasinda en yliksekten en diistige dogru aktivite gosterenler ise sirasiyla etil asetat, etanol
ve heksan ekstraktt olmustur. Bu ekstrakttaki baslica fenolik asit, flavonoid ve
proantosiyanidler sirasiyla klorojenik asit, mirisetin, pentahidroksiflavan olarak
belirtilmis ve korelasyon analizi sonucu bu bilesenlerin miktar: ile antioksidan aktivite
arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir (Shyu vd., 2009). Ayrica antioksidan
aktiviteler ile bes (piridoksal, indol-3-laktat, adenin, inozin, folat) metabolit arasinda
pozitif iligki saptanmistir. Buna karsin ii¢ metabolit (B-hidroksibiitirat, sellobiyoz, a-
glukoz) ise antioksidan aktivitelerle negatif iliski sergilemistir (Thanuma vd., 2025). 4.
graveolens tohumlarindan izole edilen kuersetin ve izoharmentin flavonoidleri
antioksidan aktiviteye ve serbest radikallerle miicadele edebilme yetenegine sahiptir

(Shekhawat ve Jana, 2010).



Albino ratlar ile yapilan bir ¢alismada dereotu etanol ekstraktinin ratlarda artan
serum enzimlerinin ve antioksidan enzimlerin aktivitesini geri kazandirdig1 belirtilmistir

(Tamilarasi vd., 2012).
2.1.3.2. Antimikrobiyal etkisi

A. graveolens’in sulu ekstraktlar, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Shigella flexnerive Salmonella
typhi ‘e kars1 genis spektrumlu antibakteriyel aktivite gostermektedir (Arora ve Kaur,
2007). Ekstraksiyonun yiiksek aktivitesi, polar fonksiyonel grup iceren aromatik
cekirdege sahip dillapiyol ve anetol gibi ana bilesenlerin kimyasal yapisina
dayandirilmaktadir (Shekhawat ve Jana, 2010).

A. graveolens’in tim bitki ve ugucu yaglar1 E. coli, S.aureus, Staphylococcus
epidermis, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae ve P. Aeruginosa patojen
bakterilerine kars1 antibakteriyel agidan aktiftir. Bitkinin tohum ugucu yaglarinin gram-
pozitif (S. epidermis, E. feacalis) ve gram- negatif (P.aeruginosa) bakterilere kars1 giiglii
antibakteriyel aktivite gdsterdigi belirtilmektedir. Ancak gram- negatif bakterilerin gram-
pozitif bakterilere gore daha yiiksek inhibisyon oranina sahip oldugu bildirilmektedir. Bu
antibakteriyel aktivitedeki farklilik test edilen bakteri suslari, farkli konsantrasyonlar ve
ucucu yaglarin ana bilesenleri ile ilgilidir (Ozliman vd., 2021).

Ayrica A. graveolens ugucu yagmin gram-negatif (E coli,S. typhive S.
Dysenteriae) ve gram pozitif (B. cereus, S. aureus, S. faecium) bakteriler lizerindeki
antibakteriyel aktivitesinin konsantrasyona bagli olarak artmakta oldugu ve bakteriler
tizerinde tetrasikline gbore daha diisiik, kloramfenikole gore daha yiiksek inhibitor etki
gosterdigi de belirtilmektedir (Kaur vd., 2021).

Dereotu yaginin Yersinia enterocolitica’ya kars1t giliglii antibakteriyel etki
gostermesinin yani sira, Geotrichum candidum ve Rhodotorula glutinis’e kars1 giiglii bir
antifungal etki gosterdigi de bildirilmektedir (Elgayyar vd., 2001). Ayrica bitkinin ugucu
yaglarinin Candida albicans, Penicillium islandicum ve Aspergillus flavus’a karsi
antifungal agidan aktif oldugu belirtilmektedir. D-limonen ve D-karvon’un Aspergillus
niger, Saccharomyces cerevisiae ve Candida albicans’a kars1 giiclii antifungal aktivite
gosterdigi  bildirilmektedir (Altameme vd., 2017). Dereotu yag, Fusarium
graminearum’a kars1 %100 antifungal aktivite gostermekte ve Penicillium citrinum’un

biiylimesini kontrol etmektedir (Singh vd., 2005).



Dereotu esansiyel yaginin basta £. Coli olmak iizere ¢esitli mikroorganizmalara
kars1 yiiksek antimikrobiyal aktivitesinin karvondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(Milenkovi¢ vd., 2024; Stanojevi¢ vd., 2016). Ayrica yapilan calismalar karvon ve
limonen acgisindan zengin dereotu esansiyel yaglarinin yiliksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigini bildirmektedir (Kaur vd., 2021). Bazi1 yazarlar ise antimikrobiyal aktiviteleri
bu bitkideki furanokumarin bilesigine atfetmektedir (Altameme vd., 2017).

2.1.3.3. Antikanser ve antimutajenik etkisi

A. graveolens’in potansiyel antikanser aktivitesi, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
ve hayvan kanser modellerinde arastirilmistir. Bitkinin metanol ekstraktlarinin insan mide
kanseri (MK-1), insan rahim agz1 kanseri (HeLa) ve fare deri kanseri (B16F10) hiicre
hatlarinda hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi (Nokano vd.,1998), fare 16semi hiicrelerine
(L1210) karst ise sitotoksik/antikanser aktivite sergiledigi (Goun vd., 2002) bildirilmistir.
Dahasi1 dereotunun metanolik ekstraktinin meme (MCF-7), akciger (A-549), rahim agz
kanseri hiicre hatlarinda antikanser/sitotoksik potansiyel gosterdigi, 6zellikle MCF-7
hiicrelerinde oksidatif stresi artirarak ve kaspaz enzimlerini (kaspaz-3 ve 9) aktive ederek
hiicre 6liimiine neden oldugu belirtilmistir (Al-Oqail ve Farshori, 2021).

Dereotu ugucu yaginin insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) sitotoksik
etkisi oldugu (Sharopov vd., 2013), insan karaciger kanseri hiicre hattinda (HepG2) ise
hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugu ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Al-
Sheddi vd., 2019). Yapilan arastirmalar 4. graveolens’te bulunan apigenin, krizin,
luteolin, mirisetin, naringenin, skutellarein gibi fitokimyasallarin bazi hepatoprotektif
etkiye sahip olmalar1 nedeniyle bitkinin karaciger kanserine kars1 bitkisel bir ilag olarak
kullanilabilecegini diistindiirmektedir (Mohammed vd., 2018; Sathya ve Gopalakrishnan,
2013). Bitkinin, insan yumurtalik kanseri hiicre hattinda DNA hasar1 olusturmadan
sitotoksik etki gdsterdigi bildirilmistir (Ekin vd., 2024).

A. graveolens yaginin sitotoksik etkisinin biiyiik ihtimalle karvon ve limonen
bilesiginden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Insan 16semi hiicre hattinda (HL-60) reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) firetimini artiran ve mitokondri membran potansiyellerini
diisiirerek apoptozu indiikleyen bilesenlerin D-limonen ve d- karvon oldugu bildirilmistir

(Sharopov vd., 2013).



2.1.3.4. Antidiyabetik etkisi

Tip 2 diyabetli hastalar {izerinde yapilan klinik c¢aligmalar A. graveolens
takviyesinin insiilin duyarlii@m 1iyilestirdigi, toplam kolestrol ve LDL-C
konsantrasyonlarinda anlamli bir diisiise neden oldugu bildirmistir (Mobasseri vd., 2014).
Yapilan hayvan ¢aligmalarinda ise, 4. graveolens’in alloksan ile indiiklenmis diyabetik
sican modellerinde kan glukoz seviyelerini onemli Ol¢lide disiirdiigii bildirilmigtir
(Ahmady vd., 2005). Ayrica dereotu yapragi ekstraktinin, disi siganlarda kortikostreoid
kaynakli tip 2 diyabeti diizenledigi belirtilmistir. Bu ekstraktin deksametazonun
sicanlarin karacigerinde yaptigr degisiklikleri tersine ¢evirdigi; kan sekeri ve insiilin
seviyelerini dengeledigi gézlemlenmistir. Bu sonuglar A. graveolens yaprak ekstraktinin,
herhangi bir hepatotoksik etki yaratmadan, 6zellikle steroid kaynakli diyabet vakalarinda
diyabeti diizenleme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Panda, 2008).

2.1.3.5. Antihiperlipidemik etkisi

Diyabetik ve lipidemik sican modelleriyle yapilan iki farkli calismada, A.
graveolens ekstraktlarinin total kolestrol (TC), trigliserid (TG), diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL), ¢cok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) seviyelerini 6nemli 6l¢iide
diisiirdiigii ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) seviyesini artirdigi gézlemlenmistir
(Ahmady vd., 2005; Yazdanparast ve Bahramikia, 2008). A.graveolens’in
antihiperlipidemik etkisinin, kolestrolii diislirmede onemli bir rol oynayan d-limonen
bileseninden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica dereotundaki polifenol, C
vitamini ve karotenoidler gibi antioksidan bilesenlerin de bitkinin kan lipidini diisiirme

aktivitesine katki saglayabilecegi belirtilmistir (Sadeghi vd., 2022).
2.1.3.6. Anti-inflamatuar, analjezik ve antispazmodik etkiler

A. graveolens tohumunun hidroalkolik ekstraktinin si¢anlarda iltihaplanma ve
agrida 6nemli bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Valadi vd., 2010). Deretounun
ucucu yag ve ana bilesenlerinin anti-inflamatuar aktivitesinin, indiiklenebilir nitrik oksit
(NO) sentaz ekspresyonunu inhibe ederek NO asir1 {iretimini Onlemesinden
kaynaklandig1 belirtilmistir. Bu etkide, ana bilesenlerden sabinen 6n plana ¢ikmis ve en
yiiksek anti-inflamatuar aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Kazemi, 2015). Ayrica
dereotu meyvesinin hidroalkolik ekstraktinin, sigcan ince bagirsaklarinda giiglii

antispazmodik aktivite sergiledigi gozlemlenmistir (Naseri ve Heidari, 2007).
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2.1.3.7. Diger farmakolojik etkiler

A. graveolens lizerine yapilan ¢aligmalar, bitkinin ugucu yaglar1 ve ekstraktlarinin
genis bir biyolojik aktiviteye sahip oldugunu bildirmektedir. Bitkinin C. maculates, P.
americana, M. domestica, T. castaneum ve T. confusum’a kars1 insektisidal etkisi oldugu
rapor edilmistir (Babri vd., 2012; Ebadollahi vd., 2012; Khani, 2013). Bunun yani sira,
hayvan c¢aligmalarinda anti-stres ve biligsel fonksiyonlar1 destekleyici etkiler gosterdigi
bildirilmektedir (Koppula ve Choi, 2011).

Ureme sistemi iizerinde uterus kasilmalarini modiile edici (Zagami vd., 2012),
gastrointestinal sistem tiizerinde antililser ve antisekretuar (Hosseinzadeh vd., 2002)
etkiler gosterdigi vurgulanmaktadir. Ayrica ditiretik (Mahran vd., 1992) aktivite ve farkli
fizyolojik sistemler {izerinde sahip oldugu diizenleyici etkiler de literatiirde

bulunmaktadir.

2.1.3.8. Yan etkiler

Yapilan klinik caligmalar 4. graveolens’in herhangi bir yan etkisini rapor
etmemistir (Kojuri vd., 2007; Mansouri vd., 2012; Mirhosseini vd., 2014; Rashidlamir
vd., 2012). A. graveolens’in glivenli oldugu ancak nadir de olsa alerjik reaksiyon, kusma,
ishal, agiz kasintisi, lrtiker, dil ve bogaz sigsmesi gibi etkilere neden olabilecegi

bildirilmektedir (Al-Snafi, 2014).
2.1.4. Uretimi ve ekonomik énemi

A. graveolens’in de i¢inde bulundugu apiaceae familyasina ait tiirlerin bollugu
acisindan diinyadaki en énemli ilk ii¢ iilke Cin, Tiirkiye ve Iran’dir (Ajani vd., 2008).
Dereotu, diinyada en fazla ticareti yapilan tibbi ve aromatik bitkiler arasindadir. Hindistan
ve Pakistan en 6nemli iireticileridir (Yaldiz vd., 2018). Avrupa’da dereotu tariminin daha
cok ucucu yag elde etmek amaciyla yapildigt bildirilmistir (Bezli, 2020). Ugucu yag
acisindan en ¢ok firetildigi iilke Macaristan iken (Small, 2006; Yaldiz vd., 2018)
Almanya, Hollanda, Rusya, Isve¢ ve Giiney Amerika’da da ayn1 amagla kullanilmaktadir
(Bezli, 2020). Aym1 zamanda diinyadaki yillik ugucu yag iiretiminin %10-15’ini Kanada
kargilamaktadir. Kalite acisindan ise en ¢ok Misir, Fiji, Meksika, Hollanda, ABD,
Ingiltere, Macaristan ve Almanya’da iiretilmektedir. Macaristan, ABD ve Bulgaristan (20
ton) dereotundan esansiyel yag iireten onci iilkelerdendir (Small, 2006; Pulur, 2012;

Yaldiz vd., 2018).
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Ulkemizde ise en biiyiik dereotu ekim alanlar1 Akdeniz Bélgesi’nde (4113 da), en
kiictik dereotu ekim alanlar1 Gilineydogu Anadolu’da (10 da) bulunmaktadir. Akdeniz
Bolgesi (4061 ton) ve Marmara Bolgesi (1639 ton) dereotu bitkilerinin baslica tlireticileri
iken Ege (671 ton), I¢c Anadolu (495 ton) ve Karadeniz (314 ton) bolgeleri de en ¢ok
tireten bolgelerdendir. Dogu Anadolu (25 ton) ve Gilineydogu Anadolu (3 ton) ise en az
tiretim yapan bolgelerdir (Yaldiz vd., 2018).

Tirkiye’de en fazla dereotu iireticiligi yapan ilk 10 ilimiz sirasiyla Hatay, Bursa,
Balikesir, Izmir, Eskisehir, Ankara, Mugla, Tokat, Samsun ve Aydmn’dir (Yaldiz vd.,
2018). Ulkemizde yillara gore dereotu iiretimi Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Ulkemizde yillara gére dereotu iiretimi (TUIK)

Uretim yih Uretim miktari (ton)
2020 8,267
2021 10,432
2022 10,229
2023 14,470
2024 15,048
2025 15,450

Cizelge 2.2°de sunulan verilere gore Tiirkiye’deki dereotu iiretim miktar1 2022
yilindaki kismi diigiis hari¢ tutuldugunda genel bir artis egilimi sergilemis ve tiretim

hacmi 2025 yili itibariyla 15.450 tona ulagmistir.
2.1.5. Yetistirilme sartlar

Dereotu 1lik ve sicak iklim bitkisidir (Deveci, 2022; Shekhawat ve Jana, 2010).
Yetistirirken tam giines ve 6-26 °C arasinda sicaklik gereklidir. Uriin kalitesinin yiiksek
olmasi i¢in uzun giinlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Small, 2006). Cogu sebzede goriildiigii
gibi kosullar belirli sicakliklarin altinda oldugunda dereotunda hasar olugmaktadir
(Deveci, 2022; Shekhawat ve Jana, 2010). Bu nedenle soguk bolgelerde ekimi ortii altinda
yapilmalidir (Bezli, 2020). ilkbahar ve sonbahar aylarinda havalar 1liman oldugundan
dolay1 genelde tercihen acikta yetistirilmektedir. Nem oranmi yiiksek bdolgeler dereotu
yetistiriciligi i¢cin daha uygun ortamlardir (Deveci, 2022; Shekhawat ve Jana, 2010).

Dereotunun sicak havaya maruz kalmasi bitkinin ¢igek agmasina buna bagli olarak
da yaprak iiretiminin azalmasina sebep olur. Bu nedenle kuru dénemlerde sulama
yapilmahidir. Ek su, fide asamasindan bitkilerin boyu neredeyse 60 cm yiikseklige

ulagincaya kadar {iistten yagmurlama olarak verilmelidir. Sonrasinda, havadaki su
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damlaciklarinin nemli tohum baslarinda kiif olusma riskini artirmasindan dolay1 karik
sulamasina gecilmelidir. Diisiik nem, dolu, kuvvetli riizgarlar ve sert yagmurlar gibi
abiyotik streslerin ¢igeklenme ve tohumlanma sirasinda meydana gelmesi bitkiye zarar
vermektedir (Small, 2006).

Dereotu i¢in genellikle besin maddeleri a¢isindan zengin, iyi drene edilmis gevsek
topraklar ve tam giines tercih edilmektedir. Toprak pH’min 5.3-7.8 araliginda ve kireg
bakimindan zengin olmasi aroma ve eterik yag acisindan zengin dereotunun
yetistirilmesine olanak vermektedir (Deveci, 2022; Shekhawat ve Jana, 2010). Ekim
yapilmadan Once tarla iyi bir sekilde hazirlanmali ve yabanci otlar temizlenmelidir.
Tarlaya 3-5 ton arasinda ¢iftlik giibresi atilarak derin siirlim yapilmalidir (Bezli, 2020).
Azot ve fosforlu giibre seviyeleri yag igerigini ve toplam dereotu verimini etkilemektedir
(Small, 2006).

Dereotu tohumlari 5-10 mm derinlige ekilmelidir (Small, 2006). Sonrasinda
toprak nemini korumak ve tohumun toprakla temasini saglamak amaciyla {izerine
bastirilmali ve sulama gergeklestirilmelidir. Uygun kosullar altinda 7-21 giin sonra
tohumlarin ¢imlenerek filizlenmeye basladigi goriilmektedir (Bezli, 2020). Cimlenme
icin biraz 151k gereklidir ve en iyi sicaklik 15-21°C arasindadir (Small, 2006).

Bu bitki yetistirilirken bir¢ok sorunla karsi karstya kalinmaktadir. Bunlardan biri
bitkinin topraktan ¢ikis1 esnasinda karsilastigr danaburnu ve toprak kurtlaridir. Bir diger
ciddi sorun ise yabanci otlardir ve bu sorun yaygin olarak herbisit kullanilarak
coziilmektedir. Ek olarak, dereotu ile kisnis birlikte ekildiginde hasere kontroliiniin

saglandig1 bildirilmektedir (Deveci, 2022; Shekhawat ve Jana, 2010).
2.2. Bitkilerde Abiyotik Stres Faktorleri

Bitkinin metabolizmasini, biiylimesini veya gelisimini olumsuz etkileyen ya da
kisitlayan her tiirlii elverigsiz kosul ya da madde ‘bitki stresi’ olarak tanimlanmaktadir
(Lichtenthaler, 1996). Stres, gen ifadesinin degismesi, hiicresel metabolizmanin
farklilagmasi, biiylime hizinin diigmesi, iirlin veriminin azalmasi gibi cesitli bitkisel
tepkileri tetiklemektedir (Verma vd., 2013). Bitki stresi, temel olarak biyotik ve abiyotik
faktorler olmak iizere iki ana kategoride incelenmektedir. Biyotik stresler arasinda
mikroorganizmalar, zararlilar ve yabani otlar gibi canli organizmalar yer alirken; abiyotik

stresler arasinda soguk, sicak, tuzluluk, kuraklik, sel, besin eksikligi ve ultraviyole
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radyasyon dahil olmak iizere yiliksek ve diisiik 151k yogunluklar1 gibi ¢evresel etmenler
yer almaktadir (Francini ve Sebastiani, 2019; Kranner vd., 2010).

Abiyotik stres, bitkilerin biiylime ve verim performansini dogrudan etkileyen
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal siireclerde olumsuz bozulmalara yol agmaktadir.
Bitkiler, abiyotik strese karsi molekiiler, hiicresel ve fizyolojik diizeyde g¢esitli
degisiklikler baslatarak strese tepki vermeyi ve uyum saglamayir amaglamaktadir.
Ozellikle kuraklik, tuzluluk, sicaklik degisimleri ve besin yetersizligi gibi abiyotik stres
faktorleri, bitkilerin su ve besin alimini sinirlandirarak biiylime siireclerini ve mahsul
verimliligini olumsuz yonde etkilemektedir (Yadav vd., 2020). Abiyotik stres faktorleri
Sekil 2.3’te gosterilmektedir.

ABIYOTIK STRES
FAKTORLERI

@?&4

Yiiksek sicaklik P a e Soguk / Diisiik sicaklik
D AT @ N ¥ & :%:
> g & L%
Kurakhk § Donma

= = N T m—
A Sel Baskini
Tuzluluk

' A
&0 Eadd

Oksidatif stres

Ultraviyole

raclyasyon Besin eksikligi

Sekil 2.3. Abiyotik stres faktorleri (Created with BioRender.com)

2.2.1. Soguk stresi

Soguk stresi, bitki biiylimesini durdurmak i¢in gerekli olan optimum sicakligin
altindaki aralik olarak tanimlanmaktadir. Bu stres; donma (<0 °C), sogutma (0-20 °C) ve
alt optimum (biiylime sinirindan optimuma) kosullar olmak iizere bitki yetistiriciligi i¢in
yaygin olan ii¢ sicaklik bolgesi ile karakterize edilmektedir (Kazemi-Shahandashti ve
Maali-Amiri, 2018; Soualiou ve ark., 2022; Zhu ve ark., 2007). Soguk stresi bitkilerin
biiylimesini, gelismesini, cografi dagilimimi ve tarimsal verimliligini sinirlamaktadir
(Adhikari ve ark., 2022; Ritonga ve Chen, 2020; Zhu ve ark., 2007). Soguk stresinin
bitkilere kars1 etkilerinin siddeti birgok faktore baglidir. Bunlar bitkinin tiirti, kdkeni
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(1hman/tropikal), organlar1 (siirgiin/kok), biiylime asamasi (vejetatif/iireme), stresin
stiresi ve diger gevresel faktorlerdir (Soualiou ve ark., 2022).

Bitkinin iireme gelisimi sirasinda soguk stresine maruz kalmasi ¢icek dokiilmesi polen
kisirligi, polen tiipii bozulmasi, ovul diismesi ve meyve setinin azalmasina sebebiyet
vererek verimi diisiirmektedir (Thakur ve ark., 2010). Soguk stresi, su rejimini, mineral
besin dagilimini, fotosentezi ve solunum hizini da degistirmektedir. Klorofil yikimina ve
PSII’nin maksimum kuantum verimine neden olarak fotosentez gibi bazi hayati siirecleri
olumsuz etkilemektedir. Ayrica toplam ¢oziiniir protein igerigi birikimine, elektrolit
sizintisina, peroksidaz aktivitesine, protein bozulmasina ve ROS igeriginin artmasina
sebebiyet vermektedir. Tiim bu etkilerin sonucu olarak yaprak geniglemesi azalir, solma,
kloroz, nekroz, zayif ¢imlenme, sersemlemis fide ve iireme organlarinda hasarlar goriiliir

(Ghassemi ve ark., 2021; Mahajan ve Tuteja, 2005).
2.2.2. Yapilan calismalar

Dar ve ark. yaptiklar1 ¢calismada havuca soguk stresi uygulayarak belirli genlerin
ekspresyon seviyelerini incelemistir. Siyah havu¢ ve mor kirmizi havug¢ tohumlar
sterilize edilerek 15 giin boyunca kulugka makinesinde 28 °C’de ¢imlendirilmistir.
Cimlenen fideler 12 saat, 4 °C’de soguk stresine tabi tutulmustur. Ayni tohumlarin farkli
bir grubu saksilarda kontrol sartlar1 altinda ekilmistir. Kontrollii biiylime kosullarinda
yetistirilen on iki haftalik havug genotiplerinden bir grup 24 saat 4 °C soguk stresin maruz
birakilirken diger gruba stres uygulanmamaistir. Yapilan qRT-PCR sonuglarinda MYB-6
geninin gen ekspresyonunun GAPDH’a gore stres uygulanmayan genotiplere kiyasla
soguk stresi uygulanan gruplarda istatiksel olarak anlamli derecede yliksek oldugu
goriilmiistiir. LDOX-1 geninin ekspresyon seviyelerinin soguk stresi uygulanan bitkilere
kiyasla stres uygulanmayan bitkilerde daha diisiik oldugu bulunmustur. Yapilan ¢alisma
neticesinde arastirmacilar, antosiyanin biyosentetik yol genlerinin (MYB6 ve LDOX-1) 12
saat 4°C soguk stresinde tiim genotiplerde ekspresyon seviyelerini 6nemli Olgiide
artirdigin1 gostererek bu iki genin antosiyaninlerin biyosentezinde aktif rol oynadigi
sonucuna varmasina neden olmustur (Dar vd., 2022).

Li ve ark. yaptiklar1 caligmada dereotu ile ayni familyadan olan maydanozu ¢esitli
abiyotik streslere maruz birakarak sekiz aday geni (e/F-4a, SAND, UBC, TIP41, GAPDH,
ACTIN, EF-1a, TUB) incelemislerdir. Bu ¢alismada kivircik maydanoz tohumlar1 uygun
151k yogunlugunda, 16 °C’de 8 saat gece ve 25 °C’de 16 giindiiz kontrollii biiyiime



15

odasinda plastik saksilarda yetistirilmistir. 8 haftanin sonunda saglikli fideler ¢esitli stres
uygulamalarinda kullanilmistir. Soguk ve sicak stresleri i¢in fideler 4 °C ve 38 °C’deki
bliylime odalarinda 2 saat tutulmustur. Sonrasinda geNorm, NormFinder, Bestkeeper ve
RefFinder yazilimlar1 kullanilarak sekiz aday referans genin stabilitesini analiz
etmislerdir. Soguk stresinde en stabil genler geNorm analizleri sonucu GAPDH ve elF-
4a, Normfinder’a gore e/F-4a ve TUB olarak belirlenmistir. BestKeeper analiz sonucuna
gore ise yine elF-4a soguk stresinde en kararli gen iken RefFinder analizi sonuglarinda
abiyotik streslerde en kararli genler EF-I/a ve TUB aday genleri olarak bulunmustur.
Boylece arastirmacilar ¢alismalarinin neticesinde EF-I/a ve TUB genlerini abiyotik
stresler altinda en uygun genler olabilecegini ve calismada uygulanan tiim kosullar altinda
kullanilabilecegini belirtmislerdir (M.-Y. Li vd., 2016).

Duan ve ark. kerevizde NAC transkripsiyon faktorlerini genom capinda analiz
etmek ve cesitli abiyotik streslere yanitlarini incelemek amaciyla bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Bazt NAC TF genlerinin ekspresyon seviyeleri yaralanma, soguk,
susuzluk ve sok gibi abiyotik streslerden etkilendigi i¢in kerevizde farkli stres kosullari
alinda NAC’m tepkisini incelemek amaciyla stres ve gelisim asamasiyla iligkili
olabilecegini diislindiikleri on dokuz aday geni seg¢mislerdir. Kereviz tohumlari
cimlendirilip yapay iklim odasinda uygun 151k yogunlugu kullanilarak %75 bagil nem ile
16 saat giindiiz 25 °C’de, 8 saat gece 16°C’de yetistirildikten sonra ¢esitli streslere maruz
birakilmistir. Soguk stresine maruz birakmak i¢in 4 °C’deki biiylime odasina yerlestirilip
kontrol ve stres gruplarinin yapraklari, yaprak saplar1 ve kokleri toplanmistir. Ardindan
bitkinin tepesindeki ii¢lincii ve dordiincii yapraklar 1,2,4,8 ve 24 saatlik muamelede
toplanmistir. Soguk stresine uzun siire maruz kalan kerevizlerde AgNACS5, AgNAC47,
AgNAC54, AgNAC63 ve AgNACS87 genlerinin ekspresyon seviyeleri ilk asamada artmus,
4. saatte ise zirve yapmistir. Daha sonra ekspresyon diizeyleri hemen azalmis ve soguk
stresinin ge¢ asamasinda artmistir. AgNAC92 geninin ekspresyon seviyesi 8. saatte artmis
ve kontrol grubundan 74,13 kat daha yiiksek c¢cikmistir. AgNACS2, AgNACS7 ve
AgNACI11I’ in 4. saatteki ekspresyon seviyeleri ise oldukga yiiksek ¢ikmistir (Duan vd.,
2020).

Tian ve ark. yaptiklar1 ¢calismada havugtan dokuz aday referans gen (GAPDH,
ACTIN, elF- 4a, PP2A4, SAND, TIP41, UBQ, EF- la, TUB) klonlayarak bitkileri ¢esitli
abiyotik streslere ve hormon uyarilarina maruz birakmistir. Havug tohumlart uygun 11k
yogunlugu ve %60 bagil nemde 25 °C’de 16 saat giindiiz, 16 °C’de 8 saat gece yapay

iklimlendirme odalarinda yetistirilmistir. Ardindan sekiz haftalik fidelere 151k inkiibatorii
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kullanilarak 2 saat boyunca 4 °C’de soguk stresi uygulanmistir. Daha sonra aday referans
genlerin ekspresyon stabilitesini hesaplamak amaciyla geNorm, NormFinder ve
BestKeeper yazilimlarim1  kullanmiglardir.  Soguk stresinde geNorm analizinde
kullanilabilecek en kararl1 iki gen ACTIN ve UBQ genleridir. NormFinder ve BestKeeper
tarafindan besinci ve altinci siraya yerlestirilip tercih edilen referans genin ACTIN
olabilecegi diisiiniilmistiir. UBQ, NormFinder’da soguk stresi altinda en stabil referans
gen olarak belirlenirken BestKeeper’da bir varyasyon gostermistir. BestKeeper
tarafindan SAND en stabil gen olarak siralanmistir. Aragtirmacilar bu sonuglardan yola
cikarak, soguk stresinde normalizasyon icin referans genlerin en iyi kombinasyonunun
ACTIN ya da GAPDH ile kombine edilmis UBQ olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica
calismalarinin tek bir genin tiim hiicre tiplerinde, tiim deneysel kosullarda stabil bir
sekilde eksprese edilemeyecegini kanitladigini sdylemislerdir (Tian vd., 2015).

Chen ve ark. ii¢ kereviz ¢esidinden (Liuhe Huangxingin, Jinnan Shiqin ve
Ventura) Agmt2 genini klonlamis ve ¢esitli abiyotik streslere (tuz, kuraklik, soguk, sicak)
maruz birakarak genin yanitini incelemistir. Her ii¢ kerevizde kontrollii biiyiime odasinda
25 °C’de 16 saat giindiiz ve 16 °C’de 8 saat gece yetistirilmistir. Abiyotik stresler
uygulanirken 2 aylik fideler kullanilmis ve 4 °C’ de soguk stresine, 38°C’de sicaklik
stresine maruz birakilmistir. Geng yaprakli ornekler 0, 1, 2, 4, 8 ve 24. saatlerde
toplanmistir. Uygulanan abiyotik stresler, {li¢ kereviz ¢esidinde Agmt2 gen
ekspresyonunda farkli sonuglara sebebiyet vermistir. Jinnan Shiqin’de Agm¢2 geninin
ekspresyon seviyesinin uygulanan tiim abiyotik streslerde azaldigi goriilmiistiir. Liuhe
Huangxinqin’de Agmt2 geninin ekspresyon seviyesinin soguk, tuz ve kuraklik
streslerinde azaldig1 tespit edilmistir. Ventura’da ise Agmt2 geninin ekspresyon
seviyesinin uygulanan tiim abiyotik streslerde indiiklendigi gézlemlenmistir. Bu cesitteki
Agmt2 geninin goreceli ekspresyon miktarlar1 baglarda soguk, sicak ve kuraklik
streslerinde 1 ve 2 saat sonra arttig1 ve ardindan azaldig1 goriilmiistiir. 24 saat sonra Agmt2

geninin tekrar arttig1 tespit edilmistir (Y.-Y. Chen vd., 2015).
2.3. SSR (Basit Dizi Tekrarlari) / Mikrosatellit Markérleri ve Onemi

SSR markorleri, bitki genetigi ve 1slahinda oldukca 6nemlidir ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun en biiyiik nedeni, yiiksek degiskenlik, cok cesitlilik, multi-alelik

dogasi, ko-dominant kalitim, tekrarlanabilirlik, genomda fazla miktarda bulunma, genis
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genom kapsami (mitokondri ve kloroplast genomlar1 dahil) ve yiiksek verimli
genotiplendirme gibi avantajli birgok 6zellige sahip olmasidir (Parida ve ark., 2009).

Prokaryot ve dkaryotlarda oldukca yaygin olan SSR’lar, 1-6 baz ¢ifti uzunlugunda
olup bir ya da birka¢ bazin art arda tekrarlanmasiyla olusmaktadir (Victoria ve ark.,
2011). SSR’lar hem kodlanan hem de kodlanmayan gen boélgelerinde niikleer genom
boyunca dagilmis halde bulunmasinin yani sira kloroplastik ve mitokondriyal genomlarda
da bulunabilmektedir. SSR bdlgelerindeki farkli tekrarlarin bir sonucu olarak yiiksek
uzunlukta polimorfizm olusmaktadir. Bu sayede PCR reaksiyonu kullanilarak kolay ve
tekrarlanabilir olarak tespit edilebilmektedirler (Kalia ve ark., 2011).

SSR  markdriiniinde i¢inde bulundugu DNA temelli markdrler, tohum
koleksiyonlar1 ve 1slah yapilan hatlardaki cesitliligi tespit etmek amaciyla
kullanilmaktadir (Varshney ve ark., 2006). SSR markérii yiiksek verimli genotiplemeye
miisaittir ve yabani tiirlerde genetik uzaklik temelinde cesitlilik ¢alismalar1 yapmada,
kiiltiire alinan bitkilerin baglant1 haritalarin1 olusturmada, gen akis1 ve krossing-over
oranini tahmin etmede, babalik ve parmak izi analizlerinde, yiiksek ¢oziintirliikkleri genom
haritalarinin olusturulmasinda, genotipler arasi1 akrabalik derecesini belirlemede ve
evrimsel iligkilerin kurulmasinda kullanilan olduk¢a degerli bir markordiir (Jonah ve ark.,

2011; Kalia ve ark., 2011).
2.4. RNA Dizileme (RNA-Seq)

Transkriptom, bir hiicrenin belirli bir fizyolojik durum ya da gelisim asamasindaki
tim transkriptlerinin ve miktarlarinin tamamim1 ifade eder. Genomun islevsel
kapasitesinin yorumlanmasi, hiicre ve dokularin molekiiler bilesenlerinin belirlenmesi,
gelisim ve hastaliklarin aydinlatilmas: icin transkriptomun anlasilmasi kritik dneme
sahiptir (Z. Wang vd., 2009). Bu baglamda transkriptomik biliminin temel hedefi (Z.
Wang vd., 2009):

e mRNA'lar, ncRNA’lar ve sSRNA’lar da dahil olmak iizere tiim transkript
tiirlerini kapsayan bir katolog olusturmak;

e Genlerin transkripsiyonel yapisini; baslangic bolgeleri, 5" ve 3’ uglari,
ekleme modelleri ve diger post-transkripsiyonel modifikasyonlar
yoniinden karakterize etmek;

e Her transkriptin gelisim sirasinda ve farkli kosullar altindaki degisen ifade

seviyelerini belirlemektir.
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Bu hedefler dogrultusunda, transkriptomu belirlemek ve 6lgmek icin hibritleme
ve dizi tabanli yaklagimlar1 da i¢eren cesitli teknolojiler ortaya ¢ikmistir (Z. Wang vd.,
2009).

RNA-seq, yiiksek verimli dizileme teknolojilerini kullanarak transkriptomun hem
nicel hem de nitel olarak incelenmesine imkan veren modern bir dizileme yontemidir (Z.
Wang vd., 2009). Bu modern dizileme tabanli yaklagimlar1 anlamak i¢in, onlarin temelini
olusturan dizileme yaklagimlarinin bilinmesi gerekmektedir.

Dizileme teknolojilerinin gelisimi, Sanger dizileme yontemi ile baslamistir
(Metzker, 2010). Sanger ve Maxam-Gilbert tarafindan gelistirilen dizileme yontemleri
‘birinci nesil” dizileme yontemleri olarak kabul edilmektedir (Mandlik vd., 2024). Sanger
yontemi, dideoksi niikleotidlerin (ddNTP’ler) zincir sonlandirici olarak kullanilarak farkl
uzunluklardaki DNA parcalarinin sentezlenmesi prensibine dayanmaktadir (Sanger vd.,
1977). Maxam- Gilbert yontemi ise kimyasal parcalanmaya dayanan ve Ozellikle kisa
DNA dizilerinde etkili sonuglar veren bir dizileme yaklagimidir (Maxam ve Gilbert,
1980). Ancak Maxam-Gilbert yontemi, toksik ve radyoaktif kimyasallar kullani1ldig1 igin
tehlikeli kabul edilmektedir. Giliniimiizde Sanger yOntemine yapilan gelistirme ve
iyilestirmelerden dolay1 Sanger yontemi Maxam-Gilbert yontemine gore daha ¢ok tercih
edilmektedir. Sanger dizileme yontemi, tekli ya da diisiik verimli DNA dizileme igin
yaygin olarak kullanilmasina ragmen analiz hizim iyilestirmek zor oldugundan dolay1
bitki genomlar1 gibi karmagik genomlarin dizilenmesinde kullanilamamaktadir. Ayrica
son derece pahali ve zaman alic1 bir dizileme yontemidir (Kchouk vd., 2017).

Birinci nesil dizilemedeki bahsedilen sinirlamalar, yeni nesil sekanslama (NGS)
olarak da bilinen ‘ikinci nesil’ dizileme teknolojilerinin ortaya ¢ikmasina yol agmuistir.
NGS’ de Roche/454, Tllumina, Ion torrent ve SOLID platformlari gelistirilmistir. Tiim bu
ikinci nesil dizileme platformlarinin ortak 6zelligi DNA izolasyonu ve Kkiitliphane
hazirligidir (Mandlik vd., 2024). Ikinci nesil dizileme teknolojileri milyonlarca kisa
okumay1 paralel olarak {iretebilme, hizli ve diisiik maliyetli dizileme 06zelliklerine
sahiptir. Ancak ikinci nesil dizileme teknolojileri islem siiresi ve maliyeti artiran PCR
amplifikasyonu agamasina ihtiya¢ duymaktadir (Kchouk vd., 2017). Dahasi, genomlarin
karmasik yapist ve yiiksek oranda uzun, tekrarlayan diziler ya da kopya sayisi
varyasyonlari icermesi NGS teknolojilerinin bu bolgeleri dogru sekilde tespit etmesini
zorlagtirmaktadir. Dolayisiyla da kisa okumalar genom birlestirmeyi zor hale

getirmektedir (Kchouk vd., 2017; Wiedmann ve Carroll, 2018).
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Ikinci nesil dizileme teknolojilerinin yol actigi sorunlarin giderilmesi amaciyla,
‘liglincii nesil’ dizileme (TGS) teknolojileri ortaya ¢ikmustir. Uciincii nesil dizileme
teknolojileri, PCR amplifikasyonuna ihtiyag duymadigindan dolay1 daha hizli ve diistik
maliyetli bir yontem sunmaktadir. Bu teknolojiler birkag¢ kilobaz uzunlugunda okumalar
elde edebilmektedir. Uzun okuma 6zelligi sayesinde karmasik genomlarin birlestirilmesi
ve tekrarlayan bolgelerin daha dogru analiz edilmesi saglanmaktadir (Kchouk vd., 2017,
L. Liu vd., 2012). Dahasi iigiincii nesil dizileme, sinyali ger¢ek zamanli olarak yakalama
ve niikleotid eklenmesinin enzimatik reaksiyon sirasinda dogrudan izlenmesi imkanini
sunmaktadir (L. Liu vd., 2012). TGS, ‘tek molekiil gercek zamanli (SMRT)’ dizileme ve
mevcut kisa okuma teknolojilerine dayanarak uzun okumalar olusturan sentetik yaklasim
olmak {izere iki ana yaklasim icermektedir. Pacific Biosciences (PacBio) SMRT dizileme
yaklasimini kullanirken, Oxford Nanopore Technologies nanopore tabanli tek molekiil
dizileme yaklasimi kullanmaktadir (Goodwin vd., 2016; Jain vd., 2016). TGS
platformlarinin en biiyiik sorunu, uzun okuma dizilemesi sirasinda meydana gelen ytiksek
hata oranidir. Ancak, 30 gecisten (30X kapsama) sonra birden fazla gecis yoluyla
dizileme kapsami artirilarak bu hata orani azaltilabilmektedir (Goodwin vd., 2016;
Mandlik vd., 2024).

RNA-seq ¢alismalarinda ilk olarak, izole edilen toplam RNA’nin kalite kontrolii
yapilmalidir. Bu baglamda RNA biitlinliiglinii gosteren RIN degerinin >8 olmasi
onerilmektedir (Withanage vd., 2022). Ardindan toplam RNA’nin biylik kismim
olusturan rRNA’nin uzaklastirilmas: gerekir. Okaryotlarda bu amagla poli(A) se¢imi ile
zenginlestirme ya da rRNA azaltma yontemleri tercih edilmektedir. Poli(A) se¢imi
yiiksek kaliteli ve biitiinliigli korunmus RNA (yiliksek RIN) gerektirmektedir. Bu durum
genellikle bilinen ekzonlara diisen okumalarin genel oraninin daha yiiksek olmasina
olanak saglamaktadir. Ancak bozulmus veya sinirli 6rneklerde rRNA azaltma daha uygun
olmaktadir (Conesa vd., 2016).

Poli(A) se¢cimi ya da rRNA uzaklastirma isleminden sonra RNA o&rnekleri,
dizileme platformlarinin okuma uzunlugu sinirlamalar1 nedeniyle uygun boyut araliginda
parcalara ayrilma islemine tabi tutulmaktadir. RNA parg¢alama islemi kimyasal, enzimatik
ya da mekanik yontemlerle gergeklestirilebilmektedir. Bu siirecte transkript bolgelerinin
temsilini etkileyebilecek teknik yanliliklar olusabilmektedir. Islem sonunda elde edilen
RNA parcgalart cDNA sentezinde kullanilmaktadir (Hrdlickova vd., 2017).

RNA-seq analizleri, DNA tabanli dizileme yapan platformlarda gerceklestirildigi
icin RNA’nin cDNA’ya doniistiiriilmesi gerekmektedir (Hrdlickova vd., 2017).
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Kiitliphane hazirligi, elde edilen cDNA dizileme verilerinin orijinal RNA popiilasyonunu
ne Ol¢iide temsil ettigini belirlemesi nedeniyle RNA-seq’in kritik asamalarindan biridir
(Marguerat ve Bidhler, 2010). RNA-seq kiitliphane protokollerinde, parcalanmis
RNA’larin rastgele hekzamer primerlerle ters transkripsiyonu ya da tam uzunluktaki
cDNA’nin pargalanmast sonucu elde edilen wuygun boyutlardaki c¢DNA’lar,
amplifikasyon ve dizilemeden O6nce DNA adaptorlerine baglanmaktadir. Ancak bu
yaklasim, elde edilen cDNA’nin hangi RNA ipligine (sense/antisense) karsilik geldigi
bilgisinin kaybolmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla antisens transkriptlerin ve yeni
RNA tiirlerinin tanimlanmasini zorlastirmakta ve anlamli RNA ekspresyonunun yanlig
Olciilmesine neden olmaktadir. Bu sorunu ¢ézmek amaciyla, transkript yonliiliigiini
koruyan ¢esitli iplik¢ik (strand)-spesifik kiitiiphane hazirlama yontemleri gelistirilmistir.
Bu yontemler adaptor ekleme (adaptdr ligasyonu) ve etiketleme stratejileri araciligiyla
RNA’nin orijinal yon bilgisini korumaktadir (Hrdlickova vd., 2017).

Adaptorler eklendikten sonra, dizileme platformlarinin algilama sinirlar
sebebiyle cDNA’lar PCR ile ¢ogaltilmaktadir (klonal amplifikasyon). Ancak bu islemin,
cDNA o6zelliklerine bagl olarak ¢ogaltma yanlilig1 olusturma ihtimali vardir. Bu sorunu
azaltmak i¢in PCR kopyalarini ayirt edebilen benzersiz molekiiler etiketler (UMI’ler)
gelistirilmistir. Bu molekiiler etiketler diisiik RNA girdisi ve ¢ok sayida PCR dongiisiine
ithtiyac duyan dizilemelerde dogru analiz i¢in gereklidir (Hrdlickova vd., 2017). Cogaltma
isleminin ardindan cDNA kiitiiphanesi dizilemeye (sekanslama) hazir hale gelmektedir

(Mandlik vd., 2024). RNA-Seq is akis1 Sekil 2.4°te gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. RNA-Seq is akisi (Created with BioRender.com)

2.5. Veri Analiz Basamaklar

Transkriptom analizinde elde edilen verilerin giivenilir ve anlamli sonuclar ortaya
koyabilmesi i¢in sistematik bir isleme siirecinden gegirilmesi gerekmektedir. Bu siireg,
ham verilerin dogrulugunu saglamayi, biyolojik yorumlarin tutarliligini artirmayr ve
analiz sonuglarinin bilimsel gecerliligini desteklemeyi amacglamaktadir. Sekil 2.5’te de
novo (referanssiz) transkriptom veri analiz basamaklar1 ve kullanilan araglar yer

almaktadir.
2.5.1. Kalite kontrolii ve ham veri filtreleme

Sekanslama sonucu iretilen okumalar, transkriptom birlestirmenin temelini
olusturan ham verileri meydana getirir. Modern sekanslama yontemlerinin hata oranlari
olduk¢a diisiik olsa da, bu ham veriler belirli diizeyde hatalar icerebilir (Stoler ve
Nekrutenko, 2021). Nitekim okumalarin bollugu, uzunlugu, zincir yonelimi (stranded-
ness), esli olup olmamasi (paired-ness), genel GC igerigi, k-mer bilesimi ve icerdigi
hatalar gibi ozellikleri; birlestirme kalitesini ve sonraki analiz siire¢lerini dogrudan
etkilemektedir. Dolayisiyla transkriptom birlestirme siirecinin ilk adimi, ham okuma

verilerinin kalite kontroliinden gecirilmesidir (Raghavan vd., 2022).



22

Kalite kontrol slirecinin baslangicinda, ham okumalarin yapisal kalitesi;
sekanslama platformu tarafindan olusturulan parametreler ya da dogrudan ham
okumalardan hesaplanan parametreler iizerinden degerlendirilmektedir (Trivedi vd.,
2014). Babraham Enstitiisii tarafindan gelistirilen FastQC bu parametrelerin
olusturulmasinda en ¢ok tercih edilen araglardan biridir. Galaxy platformu iizerinden
erisilen stirimlerinde, ham dizileme verilerini degerlendirerek 10 analiz modiilii igeren
HTML formatinda kapsamli bir kalite kontrol raporu sunmaktadir S6z konusu modiiller
sunlardir (Andrews vd., 2010):

e Temel Istatistikler: Dosya ad, tiirii, toplam okuma say1s1, okuma uzunlugu
ve %GC igerigi gibi genel bilgiler icermektedir.

e Baz Basma Dizi Kalitesi: Okumalarin her bir baz pozisyondaki kalite
skorlarini igermektedir.

e Okuma Bagmma Kalite Skorlari: Toplam okumalarin ortalama kalite
skorlarina gore dagilimini vermektedir.

e Baz Bagina Dizi Icerigi: Okumalarin her bir pozisyonundaki dért bazin (A,
T, G, C) yiizdesel oranlarin1 vermektedir.

e Okuma Basina GC igerigi: Okumalarin GC oranin1 teorik normal dagilim
egrisi ile karsilastirmaktadir.

e BazBagma N Igerigi: Okumalarda tahmin edilemeyen bazlarin (N) oranini
tespit etmektedir.

e Okuma Uzunlugu Dagilimi: Veri setindeki okumalarin uzunluk
araliklarin listelemektedir.

e Dizi Yineleme Seviyeleri: Birbirinin aynisi olan okumalarin (duplike)
oranini tespit etmektedir.

e Asirt Temsil Edilen Diziler: Veride normalden ¢ok daha sik rastlanan
spesifik dizilerin listesini igermektedir.

e Adaptér Igerigi: Okumalardaki bilinen adaptdr dizilerinin bulunma oranini
gostermektedir.

Bu modiiller, verinin giivenilirligini dogrulamak ve kiitliphane hazirlik
asamasindaki olas1 teknik hatalar1 tespit etmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu sayede ileri
analizlerin dogruluguna ve giivenilirligine 6nemli dl¢iide katki saglanmaktadir (Andrews
vd., 2010). FastQC’ye alternatif olarak; yiizlerce numunenin raporunu tek bir ¢iktida

birlestirerek karsilagtirmali analize imkan taniyan MultiQC (Ewels vd., 2016), kalite
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kontrol ve trimleme islemlerini yiiksek hizda ve tek adimda gerceklestiren fastp (S. Chen
vd., 2018) ya da FastQC ile tam uyumlu sonuglar iireten, daha diisiik bellek kullanimi ve
yuksek islem hizina sahip C++ tabanh Falco (de Sena Brandine ve Smith, 2021) gibi
modern yazilimlar 6nerilmektedir.

Kalite kontrol raporlarinin adaptor dizilerinin varligini tespit etmesi durumunda
bu dizilerin transkriptom birlestirme isleminden 6nce temizlenmesi gerekmektedir. Bu
asamada yaygin olarak kullanilan Trimmomatic, eszamanli isleme destegi sayesinde tek
uclu ve cift uglu okumalarda verilerin kalite bazli trimlenmesine ve adaptorlerin
kaldirilmasina olanak tanimaktadir (Bolger vd., 2014). Arag, Kayan Pencere (SW) kalite
filtrelemesi ve Maksimum Bilgi (MI) kalite filtrelemesi olmak {izere iki kalite isleme
yontemi sunmaktadir. Kayan pencere yontemi, okumanin 5' ucundan baslayarak bir baz
penceresini kaydirmakta ve ortalama kalite belirtilen esigin altina diistiiglinde o noktadan
itibaren bazlar1 trimlemektedir. MI yOntemi ise sabit bir kalite esigi uygulamak yerine,
okuma boyunca ilerledik¢e trimleme kriterlerinin kademeli olarak sikilastirildigi daha
dinamik bir yaklagim sergilemektedir (Maran ve Davis G., 2022). Trimmomatic’e
alternatif olarak; adaptor dizilerinin hassas bir sekilde kaldirilmasinda yaygin olarak
tercih edilen Cutadapt (Martin, 2011) ya da kalite kontrol ve otomatik adaptor algilama

stireclerini birlestiren, Trim Glore araglar1 onerilmektedir.

HAM VERi

Kalite Kontrolii & Veri Filtreleme
FastQC DEGs Analizi
1 Transkript Kiimeleme DESeq2
Trimmomatic CD-HIT
FastQC l l
l Biitiinliik Analizi ORF Tahmini Fonksiyonel Anotasyon
BUSCO TransDecoder . )
De Novo Transkriptom Birlestirme BLAST KEGG
Gen Ontoloji
ln.l‘il"(/i\adu (GO)
T’rinil_\'

Sekil 2.5. De novo (referanssiz) transkriptom veri analiz basamaklar1 ve kullanilan araglar
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2.5.2. De novo transkriptom birlestirme

RNA-seq okumalari, farkli transkriptlerin ¢esitli bolgelerine karsilik gelen
parcalarin bir karistmindan olusmaktadir. Bu verilerde transkripsiyonel giiriiltii, dizileme
hatalar1 ve alternatif splicing’ten kaynaklanan transkript izoformlar1 da yer almaktadir.
Transkriptom birlestirme okumalarin kokenini dogru bir sekilde belirleyerek 6zgiin
dizileri miimkiin oldugunca dogru bi¢imde yeniden olusturmay1 amagclar. Bu siireg, temel
olarak okumalar (ya da bunlarin alt dizileri) arasindaki ortiismelerin incelenmesi ve bu
parcalarin birlestirilerek daha uzun bitisik dizilere (kontigler) donistiiriilmesi esasina
dayanmaktadir (Martin ve Wang, 2011; Raghavan vd., 2022). Bu dogrultuda, 6zellikle
referans genomun bulunmadigi ¢alismalarda Trinity (Grabherr vd., 2011) ve rnaSPAdes

(Bushmanova vd., 2019) yaygin olarak tercih edilmektedir.
2.5.2.1. Trinity

Trinity, birbirini takip eden ii¢ ana modiil (Inchworm, Chrysalis ve Butterfly)
kullanarak  referans genom  olmadan  transkriptom  birlestirme  iglemini
gerceklestirmektedir. k-mer tabanli yaklasim kullanarak calisan Inchworm, ham
okumalar transkriptlerin benzersiz dizilerine doniistiirerek ilk asamay1 tamamlamaktadir.
Ayrica bu modiil, 6zellikle birbirine benzeyen varyantlar arasindan en 1yi temsilciyi
secmektedir. Bir sonraki asamada Chrysalis, alternatif splicing kaynakli transkriptlerin
boliimlerine ya da paralog genlerin benzersiz boéliimlerine benzer kontigleri
kiimelemektedir. Ardindan, her bir kiime i¢in varyantlar arasindaki Ortiismelerin
karmagikligin1 yansitan de Brujin grafigi olusturmaktadir. Son asamada ise Butterfly, bu
grafiklerdeki okumalarin ve okuma eslesmelerinin izledigi yollar1 analiz ederek tiim olas1
transkript dizilerini rapor etmektedir. Bu sayede alternatif splicing kaynakli izoformlar ve
paralog genlerden koken alan transkriptler basarili bir sekilde birbirinden ayirt
edilebilmektedir (Grabherr vd., 2011).

2.5.2.2. rnaSPAdes

rnaSPAdes, temelde SPAdes genom birlestirme algoritmasina ait dort ana adimi
(de Brujin grafigi olusturma, grafik basitlestirme, okuma esleme, exSPAnder modiiliinde
tekrar ¢ozlintirliigli ve iskele olusturma) kullanarak referans genom olmadan transkriptom
birlestirme yapabilmektedir. Fakat, grafik olusturma ve okuma eslesme siiregleri her ne

kadar veri kiimesinden bagimsiz olsa da grafik basitlestirme ve tekrar ¢oziiniirliigii
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stirecleri genomik dizilerin 6zelliklerine bagli oldugundan, bu asamalarin transkriptom
verilerine dogrudan uygulanmasi sinirlt olabilmektedir. Bu sebeple rnaSPAdes; grafik
basitlestirme ve tekrar ¢oziiniirliigii asamalarinda igerdigi transkriptom odakl1 algoritmik
modifikasyonlar ile genomik birlestirme yaklasimlarindan ayrilmaktadir (Bushmanova
vd., 2019).

S6z konusu algoritmik modifikasyonlar, rnaSPAdes’e iki Onemli avantaj
sunmaktadir (Bushmanova vd., 2019):

e (Coklu k-mer stratejisi sayesinde, farkli uzunluklardaki okuma ortiismeleri
degerlendirerek yiiksek ifade edilen genlerin ve nadir transkriptlerin daha
dengeli bir sekilde birlestirilmesine olanak tanimaktadir.

e (QGrafik sadelestirme yOntemleri, transkriptomdaki ifade diizeyleri
arasindaki farkliliklar1 dikkate alarak ozellikle birbirine ¢ok benzeyen
paralog genlerin ya da alternatif izoformlarin hatali bir sekilde
birlesmesini Onlemeye ¢aligmaktadir.

Bu nitelikleri nedeniyle rnaSPAdes, referans genom olmadan yapilan

calismalarda tercih edilen temel araglardan biridir.
2.5.3. Transkriptom Kkalitesinin ve biitiinliigiiniin degerlendirilmesi

RNA-seq verilerinin giiriiltiilii yapis1 ve kimerik birlesimler ya da parcal
kontigler gibi referanssiz birlestirme siirecinde ortaya ¢ikabilecek hatalar nedeniyle,
birlestirme kalitesinin degerlendirilmesi sonraki analizler i¢in biiylik 6nem tasimaktadir
(Raghavan vd., 2022). Bu baglamda, birlestirme igerigini evrensel ve tek kopyali ortolog
genler tlizerinden degerlendirmek en c¢ok tercih edilen yaklagimlardan biridir. Bu
yaklasimda BUSCO en yaygin kullanilan aragtir (Raghavan vd., 2022; Seppey vd., 2019).

BUSCO, OrthoDB (Zdobnov vd., 2021) veri tabanindaki evrensel tek kopyali
ortolog gen setlerini referans olarak kullanmaktadir. BUSCO analizi, bu genlerin
birlestirmede ne oranda tam, parcali ya da eksik oldugunu belirlemektedir. Yiiksek
kaliteli bir birlesmede bu evrensel genlerin biiylik boliimiinlin tam uzunlukta temsil
edilmesi beklenmektedir. Ancak eksik ya da parcali eslesmelere rastlanmasi birlestirme
kalitesinde sorun olabilecegini gostermektedir. Bu dogrultuda BUSCO, transkriptom ve
genom birlestirmenin biitiinliigiinli degerlendirmede standart ve giivenilir bir ara¢ olarak

goriilmektedir (Raghavan vd., 2022; Seppey vd., 2019).
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2.5.4. Transkript kiimelemesi

Referanssiz (de novo) transkriptom birlestirme siirecinde genomdaki gergcek gen
sayisindan ¢ok daha fazla dizi (kontig) iiretilmesine sikg¢a rastlanmaktadir. Gen sayis1 ve
birlestirilen transkript sayisi arasindaki bu tutarsizlik, transkripsiyonun giiriiltiilii ve
yaygin bir siire¢ olmasindan kaynaklanmakta, bunun sonucunda de novo birlestirilen
kontiglerde, protein kodlayan transkriptler disinda transkripsiyonel hatalar, pre-
mRNA’lar ve ncRNA’lar da yer almaktadir. Dizi sayisinin artmasinin bir baska sebebi de
alternatif splicing sonucu olusan izoformlardir. Ancak, bu dizilerin tamaminin korunmasi
her zaman sart olmayip, veriyi anlamli ve yonetilebilir bir hale getirmek amaciyla, bu
fazlaligin giderilmesi olduk¢a 6nemli bir adimdir. Bu amagla CD-HIT gibi araclar yaygin
olarak tercih edilmektedir (Raghavan vd., 2022).

CD-HIT, birlestirme siirecinde veri setlerinde ortaya ¢ikan dizi tekrarini azaltmay1
ve dizi analizlerinin performansini iyilestirmeyi amaclayan yiiksek performansli bir
kiimeleme algoritmasidir. Algoritma, dizileri uzunluklarina gore siralayarak her kiime
icin genellikle en uzun diziyi ‘temsilci dizi’ olarak se¢ip diger dizileri belirlenen benzerlik
esiklerine gore bu temsilcilere atayarak kiimeleme islemini gerceklestirmektedir. k-mer
tabanl ‘kisa kelime filtrelemesi (short word filter)’ yaklagimini kullanip diziler arasindaki
benzerligi tarayarak biiyiik veri setlerinin kisa siirede islenmesini saglamaktadir ve bu
ozelligi ile geleneksel hizalama yontemlerinden ayrilmaktadir (Fu vd., 2012; W. Li ve
Godzik, 2006). Bu 6zellikleri sayesinde CD-HIT, tranksriptom analizlerinde veri setinin
sadelestirilmesini saglayarak sonraki analiz basamaklarinin daha yonetilebilir ve tutarh

bir veri yapisinda olmasina imkan tanimaktadir.
2.5.5. Kodlayan boélge tahmini

Referanssiz transkriptom birlestirme sonucu elde edilen transkriptlere biyolojik
anlam kazandirabilmek i¢in a¢ik okuma ¢ergevelerinin (ORF) tahmin edilmesine ve
protein kodlama potansiyelinin belirlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu asamada
TransDecoder en ¢ok tercih edilen aragtir (Raghavan vd., 2022).

TransDecoder, birlestirilmis transkript verileri iizerinde calisarak niikleotid
bilesimi, agik okuma cergevesi (ORF) uzunlugu ve istege bagl olarak protein aileleri veri
taban1 (Pfam) domain igerigini degerlendirerek olasi protein kodlayan bolgeleri tahmin

etmektedir (Hass vd., 2013). Bu sayede, referans genom bilgisi bulunmayan
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organizmalarda RNA-Seq verilerinden elde edilen transkriptlerden, fonksiyonel

anotasyon analizlerinde kullanilabilecek olas1 protein dizileri elde edilebilmektedir.
2.5.6. Diferansiyel gen ifadesi analizi

RNA-seq yaklagiminin temel amaglarindan biri de degisen fizyolojik ya da
cevresel kosullar karsisinda gen ifadesinde meydana gelen degisimleri degerlendirmektir.
Bu siireg, kontrol ve deney gruplarina maruz birakilan bagimsiz 6rneklerden RNA elde
edilmesiyle yiiriitilmektedir. Ardindan, dizilenmis okumalar organizmanin referans
genomuna haritalanarak iki grup arasindaki gen ifade farklar1 degerlendirilmektedir.
Gergeklestirilen bu yontem diferansiyel ifade (DE) analizi olarak adlandirilmaktadir ve
cesitli kosullar altinda genlerin aktivitelerini anlamamiza olanak tanimaktadir (Oshlack
vd., 2010; Raghavan vd., 2022) Deseq2, edgeR ve limma bu alandaki temel paketler
olarak kabul edilmektedir. Deseq2, diger iki paketle kiyaslandiginda daha az farkl: ifade
edilen gen tespit etmesiyle en tutucu yaklagimi sergilemektedir (Raghavan vd., 2022).

Deseq2, RNA-seq sayim verilerini negatif binom dagilimin1 kullanarak
modellemektedir. Ayrica, genler arasi bilgi paylasimina dayanan Bayes temelli daraltma
(shrinkage) yaklasimini kullanarak dispersiyon ve log2Foldchange tahminlerini stabilize
etmektedir. Bu sayede 6zellikle diisiik sayimli genlerde goriilen yiiksek varyansi azaltarak
gen ifadesi farklarinin daha giivenilir bir sekilde hesaplanmasini saglamaktadir (Love vd.,
2014).

Bu modelleme yaklagiminin sonucunda her gen i¢in log2 kat degisimi, standart
hata, test istatistigi, p-degeri ve diizeltilmis p-degeri iceren istatistiksel ciktilar elde
edilmektedir. Ciktilar, genlerin diferansiyel olarak ifade edilip edilmediginin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Love vd., 2014). Log2Foldchange degeri ise
ifadesi artan genleri pozitif (+), azalan genleri negatif (-) olarak belirtip gen ifadesindeki
degisimin yoniinii gdstermektedir (Raghavan vd., 2022).

Analiz sonuglar1 PCA ve 1s1 haritas1 kullanilarak gérsellestirilmektedir. Ornekler
arasindaki benzerlikleri ve kiimelenme yapilarin1 gosteren bu yontemler verinin daha

kolay anlagilmasini saglamaktadir (Yalamanchili vd., 2017).
2.5.7. Fonksiyonel anotasyon

Gen ya da protein hakkinda biyolojik bilgileri toplama siireci fonksiyonel

anotasyon olarak adlandirilmaktadir. Bu siire¢ ilgili molekiillerin alternatif adlarini,
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molekiiler islevlerini, etkilesimlerini, hiicre i¢i lokalizasyonlarini, fonksiyonel
bolgelerini, sinyal peptitlerini, glikolizasyon ve baglanma bolgelerini, diisiik karmagiklik
bolgelerini, ekspresyon o6zelliklerini, biyolojik aktivitelerini ve organizma igindeki

kimliklerini sistematik olarak belirlemeyi amag¢lamaktadir (Mishra vd., 2022).
2.5.7.1. Dizi benzerlik aramalar1 ve BLAST analizi

Genom anotasyonunda homoloji tabanli yontemler 6nemli bir yere sahiptir
(Mathe, 2002). Homoloji aktarimi da, transkriptom anotasyonunda en cok tercih edilen
yaklagimdir (Punta ve Ofran, 2008). Bu yaklasimda, birlestirilmis diziler sorgu olarak
kullanilip BLAST gibi araglar araciligiyla iyi anotasyon yapilmis referans veri
tabanlariyla karsilastirilmaktadir (Pearson, 2013b). Ozellikle islevi belirlenmek istenen
bir protein dizisi UniProtKB/Swiss-Prot (The UniProt Consortium, 2007) gibi giivenilir
veri tabanlarindaki islevi bilinen homolog dizilerle hizalanmaktadir (Punta ve Ofran,
2008). Ardindan, elde edilen eslesmelere gore dizilere kimlik ve fonksiyon atanmaktadir.
En uygun eslesme genellikle E-degerine gore se¢ilmektedir. E-degerlerinin diisiik olmasi
benzerligin tesadiif olmadigint ve olas1 homolojik iliskiyi gostermektedir (Pearson,
2013a; Punta ve Ofran, 2008). Anotasyon niikleotit ya da protein dizileri iizerinden
yapilabilmektedir. Ancak proteinler daha korunmus ve fonksiyonel olarak daha anlamli
olduklarindan dolayr daha hassas ve hizli arama imkani sunmaktadir. Bu sebeple,

genellikle protein diizeyinde analiz tercih edilmektedir (Raghavan vd., 2022).
2.5.7.2. Gen ontolojisi (GO)

Gen Ontolojisi (GO), genlerin ve gen iiriinlerinin fonksiyonlarin1 tanimlayan
kapsamli bir bilgi tabanidir. GO anotasyonlar1 farkl: tiirleri kapsamaktadir ancak mevcut
bilgi ¢ogunlukla model organizmalardan elde edilen deneysel veriler tlizerine kuruludur.
GO bilgi tabani; GO ontolojisi, kanit temelli GO anotasyonlart ve biyolojik siirecleri
modelleyen GO-CAM olmak iizere ii¢ bilesenden meydana gelmektedir. Bilesenler, yeni
bilimsel bilgilere bagli olarak siirekli giincellenmekte, genisletilmekte ve kalite kontrol
siireclerinden gegmektedir (The Gene Ontology Consortium vd., 2023).

GO gen fonksiyonlarini {i¢ ana baglikta siniflandirmaktadir. Bir gen iiriiniiniin;
katildig1 biyolojik siiregleri biyolojik proses (BP), molekiiler seviyede gerceklestirdigi
faaliyetleri molekiiler fonksiyon (MF) ve hiicre i¢indeki lokasyonunu hiicresel bilesen

(CC) ile tanimlamaktadir (The Gene Ontology Consortium vd., 2023). Bu asama, ¢oklu
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gen fizyolojisinin aydinlatilmasinda ve dizi gruplar1 arasindaki fonksiyonel farkliliklarin

degerlendirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Mishra vd., 2022).
2.5.7.3. KEGG yolak analizi

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) veritabani, genleri ve
proteinleri hiicresel siiregler ve metabolik yollar iginde anlamlandirmak amaciyla
gelistirilmistir (Kanehisa ve Goto, 2000). Bu veri tabani metabolik yolaklar, sinyal iletim
aglar1 ve hiicresel sliregler arasindaki etkilesimleri gostermektedir (Mishra vd., 2022).

KEGG; PATHWAY (yolak haritalar1), GENES (gen kataloglari) ve BRITE
(fonksiyonel smiflandirma) gibi temel bilesenlerden olusmakta ve KEGG Orthology
(KO) sistemi ile bu bilesenleri birbirine baglamaktadir (Kanehisa vd., 2017). GENES veri
tabani farkli organizmalara ait tanimlanmig genleri ve genom iceriklerini saglamaktadir.
PATHWAY veri tabani ise bu gen liriinlerinin metabolik, diizenleyici ve hastalikla iligkili
aglar i¢indeki etkilesimlerini gdstermektedir. Genlerin ve proteinlerin molekiiler
fonksiyonlart KO sistemi ile ortolog gruplar halinde tanimlanarak KO veritabaninda
saklanmaktadir. KEGG’in bu islevleri sayesinde belirli kosullar altinda genlerin yer aldig:
biyolojik yolaklar ve iligkili oldugu metabolik yollar belirlenerek genomun daha iyi

anlasilmasina imkan verilmektedir (Kanehisa vd., 2016, 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Dereotu Bitkisinin Yetistirilmesi ve Stres Uygulamasi

Calismada kullanilan dereotu bitkisi Selguk Universitesi Bahce Bitkileri
Boliimii’nden temin edilmistir. Dereotu tohumlari ¢imlendikten sonra, kontrollii biiytime
kabininde yetistirilmeye baslanmistir. Bitkiler, 27 °C giin ve 19 °C gece sicakliginda,
%75 nem ve 12 saatlik 151k periyodunda biiyiitiilmiistiir. Gergek {i¢ yaprak asamasina
ulasan bitkiler kontrol ve stres grubu olarak ikiye ayrilmistir.

Stres grubu bitkilere, gercek yaprak olusumundan 40 giin sonra 4 °C'de giin ve
gece sicakligr kosullarinda, 12 saatlik 151k periyodunda iki giin boyunca soguk stresi
uygulanmistir. Soguk stresine maruz birakilan bitkiler ile kontrol grubundan RNA
izolasyonu yapilmak iizere ii¢ biyolojik tekrar ve iki teknik tekrar olacak sekilde drnekler

toplanmistir.
3.2. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, Quick-RNA Plant Miniprep kiti kullanilarak iiretici firmanin
protokoliine uygun sekilde gergeklestirilmistir. Izolasyon siirecinde izlenen adimlar
asagida verilmistir.

Analiz dncesinde hazirlik agamasi olarak, RNA Wash Buffer (konsantre) igerisine
96 ml %100 etanol eklenmistir. Tlim santrifiij islemleri oda sicakliginda ve 10,000-16,000
x g kuvvetinde 30 saniye siireyle yapilmustir.

Izolasyon asamasinda, yaklasik 150 mg agirligindaki taze yaprak dokusu ZR
BashingBead Lysis tiipline aktarilarak tizerine 800 pul RNA Lysis Buffer eklenmis ve
ornekler parcalanmistir. Doku kalintilarinin ¢oktiiriilmesi amaciyla tiip 1 dakika santrifij
edildikten sonra elde edilen berrak iist s1v1 (slipernatant) Zymo-Spin™ IIICG kolonuna
aktarilarak tekrar santrifiij yapilmistir.

Elde edilen akiskan kendi hacmi kadar %95-100 etanol eklenmis ve karigim
Zymo-Spin™ [ICR kolonuna yiiklenerek santrifiij edilmistir. Bu adimda altta kalan siv1
atilarak kolona sirastyla 400 ul RNA Prep Buffer ve 700 ul RNA Wash Buffer eklenip
santrifiij islemleri tekrarlanmistir. Son yikama adiminda, kolona tekrar 400 ul RNA Wash
Buffer eklenmis ve kalint1 tamponlarin tamamen uzaklastirilmasi i¢in kolon 1 dakika

boyunca santrifiij edilmistir.
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Son agsamada, saflastirilan RNA'nin geri kazanilmasi i¢in kolon niikleaz
icermeyen yeni bir tiipe aktarilmis; kolon matriksine dogrudan 50 ul DNase/RNase Free

Water eklenerek yapilan son santrifiij islemiyle RNA izolasyonu tamamlanmistir.
3.3. RNA Kalite Olciimii

Izole edilen toplam RNA 6rneklerinin kalitesi Agilent 2100 Bioanalyzer cihazi
kullanilarak degerlendirilmistir. Orneklerin RNA Biitiinliik Numaras1 (RIN) degerlerinin
6 ile 8 arasinda oldugu ve bu degerlerin RNA-Seq analizleri i¢in gerekli standartlar
karsiladigi belirlenmistir. Ardindan RNA 6rnekleri, yeni nesil sekanslama (NGS) hizmeti
alinmak tizere yurt disina gonderilmistir. Elde edilen ham sekans verileri, tez kapsaminda

tanimlanan biyoinformatik analiz araglar1 kullanilarak islenmis ve analiz edilmistir.
3.4. Kiitiiphane Hazirhgi ve RNA Sekanslama (RNA-Seq)

RNA-Seq kiitliphane hazirlig1 ve sekanslama hizmetleri, BMK-GENE (Beijing
Genome Institute) firmasindan alinmistir. Kiitiiphane hazirlik siirecinde, toplam RNA
orneklerinden ribozomal RNA (rRNA) uzaklastirilarak mRNA zenginlestirmesi
yapilmistir. Ardindan, mRNA molekiilleri belirli fragman araliklar1 elde etmek amaciyla
uygun fragmantasyon protokollerine tabi tutulmustur.

Fragmantasyon islemini takiben boyut se¢imi yapilmis ve elde edilen mRNA
parcalart kullanilarak cDNA kiitiiphaneleri olusturulmustur. Hazirlanan kiitiiphaneler,
[Nlumina platformunda kisa okuma 150 bp (base pair) uzunlugunda, c¢ift yonlii (paired-

end) okuma stratejisi ile sekanslanmaistir.
3.5. Biyoinformatik Analiz

Sekanslama sonrasi elde edilen verilerin analizi, agik erisimli bir biyoinformatik
platformu olan Galaxy (https://usegalaxy.eu/) lizerinden gerceklestirilmistir. Platforma
fastasanger.gz formatinda yliklenen sikistirilmis ham veriler, Convert compressed file to
uncompressed v1.0 araci kullanilarak agik hale getirilmistir. Ardindan bu veriler, FASTQ
splitter (v1.1.5) programi aracilifiyla ileri (forward) ve geri (reverse) okumalar seklinde
birbirinden ayrilmistir. Yapilan bu islemlerle, kontrol ve soguk stresine maruz birakilan
deney grubu olmak iizere toplam 6 Ornek, ileri biyoinformatik analizler i¢in hazir hale

getirilmigtir.


https://usegalaxy.eu/
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3.5.1. Ham veri kalite kontrolii ve filtreleme

Okuma kalitelerini degerlendirmek amaciyla FastQC (v0.74) programi
kullanilmistir. Bu asamada, her bir 6rnek i¢in baz kalitesi dagilimi, GC igerigi, dizi

uzunlugu dagilimi ve adaptor igerigi gibi temel parametreler analiz edilmistir.

FastQC raporlar1 dogrultusunda, verilerin giivenilirligini artirmak ve digiik
kaliteli bazlar1 uzaklagtirmak i¢in Trimmomatic (v0.39) programi kullanilmistir. Bu
asamada, dizilerin temizlenmesi, diisiik kaliteli okumalarin filtrelenmesi ve belirli bir
uzunlugun altindaki fragmanlarin ¢ikarilmasi saglanmistir. Ardindan 6rneklerin kalitesi

tekrar kontrol edilmistir.
3.5.2. De novo transkriptom birlestirme

Transkriptomun birlestirilmesi amaciyla rmaSPAdes (v4.2.0) programi
kullanilmistir. Calisilan tiirlin referans genomu bulunmadigi i¢in analizler de novo olarak
yapilmistir. Bu asamada, kisa okumalardan (reads) daha uzun ve anlamli transkript

parcalari (contig) elde edilmistir.
3.5.3. Veri kalite ve biitiinliik analizleri

Birlestirilen transkriptomun kalitesini ve biitlinliiglinii degerlendirmek amaciyla
BUSCO (v5.8.0) programi kullanilmistir. Bu analizde, transkriptom seti icerisindeki tek
kopya genlerin (ortologlar) varligi kontrol edilmis, tam, eksik veya parcali genlerin

oranlar1 belirlenmistir.
3.5.4. Veri kiimeleme Kalite kontrolii ve ham veri filtreleme

Birlestirilen transkriptom setindeki benzer veya yinelenen dizileri (redundant
sequences) temizlemek amaciyla CD-HIT (v4.8.1) programi kullanilmistir. Bu agsamada,
birbirine belirlenen esik degeri ve lizerinde benzerlik gosteren diziler gruplandirilarak her
kiime i¢in tek bir temsilci dizi secilmistir. Bdylece veri setindeki karmasikligin

azaltilmasi saglanmistir.
3.5.5. Kodlayan boélgelerin tahmini

Birlestirilen transkriptlerdeki muhtemel kodlayan bolgelerin (ORF-Open Reading

Frame) belirlenmesi amaciyla TransDecoder (v5.5.0) programi kullanilmistir. Bu
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asamada, transkript dizileri taranarak belirli bir uzunlugun iizerindeki agik okuma

cergeveleri tespit edilmis ve bu bdlgelerden protein dizileri tahmin edilmistir.
3.5.6. Diferansiyel eksprese genlerin (DEG) tanimlanmasi

Ornekler arasinda farkli seviyelerde ifade edilen genlerin (DEG) belirlenmesi
amaciyla DESeq2 (v2.11.40.8) programi kullanilmistir. Bu analiz ile genlerin 6rnekler
arasindaki ifade diizeyleri ve degisim miktarlar istatistiksel olarak hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar, Annotate DESeq2/DEXSeq output tables (v1.1.0) araciyla islenerek daha
kolay yorumlanabilir tablolara doniistliriilmistiir.

Verilerin anlamlandirilmasi amaciyla, Sort (v1.2.0) programi kullanilarak genler
log2 kat degisimi (log2FC) degerine artandan azalana dogru siralanmistir. Analiz
sonuclarindan, log2FC degeri 2’nin lizerinde (up-regulated) ve -2’nin altinda (down-

regulated) olan genler filtrelenerek ayri1 dosyalar halinde kaydedilmistir.
3.5.7. Veri tabam olusturma ve homoloji temelli benzerlik analizi

UniProt veri tabanindan Viridiplantae taksonomik grubu altinda yer alan ve 'cold
stress' ile 'freezing stress' anahtar kelimelerine sahip tiim protein dizileri FASTA
formatinda indirilmistir. Bu protein dizileri, NCBI BLAST+ makeblastdb (v2.16.0)
programi kullanilarak veri tabanina dontstiiriilmiistiir.

TransDecoder araciligiyla tahmin edilen aday protein dizileri ile olusturulan veri
tabanindaki protein dizilerinin benzerliklerini belirlemek amaciyla NCBI BLAST+ blastp
(v2.16.0) programi kullanilmistir. Analiz sirasinda, istatistiksel anlamlilik i¢in E-degeri

< le-10 olarak belirlenmistir.
3.5.8. Gen ontolojisi (GO) analizi

Farkl1 diizeylerde ifade edilen genlerin (DEG) dahil oldugu biyolojik siireglerin,
hiicresel bilesenlerin ve molekiiler fonksiyonlarin tanimlanmas1 amaciyla gen ontolojisi
(GO) analizleri yapilmistir. Bu asamada, anlamli diizeyde ekspresyon farki gdsteren
genlerin fonksiyonel olarak hangi biyolojik kategorilerde yogunlastigini belirlemek i¢in

KOBAS 2.0 programi kullanilmistir.
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3.5.9. Genlerin metabolik yol analizi (KEGG analizi)

Ornekler arasinda farkli seviyelerde ifade edilen genlerin hangi metabolik
siireclerle ve sinyal yolaklartyla iligkili oldugunu belirlemek amaciyla KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) zenginlestirme analizleri yapilmistir. Bu analizde,
KOBAS 2.0 programi kullanilarak, soguk stresi altinda aktiflesen veya baskilanan

biyolojik yolaklar istatistiksel olarak tanimlanmistir.
3.6. SSR Markor Gelistirme

Elde edilen niikleotit dizileri {izerindeki basit sekans tekrarlarinin (SSR) tespiti,
primer tasarimi ve markor haritalama analizleri icin GMATA v2.3 (gmata2.3.jar) yazilim
paketi kullanilmigtir. Perl, R ve Java yazilimlar1 yiiklenerek analizlerin ytirtitiilebilmesi
icin gerekli altyap1 saglanmistir.

SSR tespiti asamasinda, RNA-Seq analizi sonucunda elde edilen transkript dizileri
yazilimin ‘SSR identification’ modiiliine FASTA formatinda yiiklenmistir. Analizler iki
farkli parametre setiyle yiiriitiilmiistiir. Ilk asamada 2-6 nt uzunlugundaki tiim SSR
motifleri taranirken; ikinci asamada 3-mer (tri-niikleotit) motifleri ayr1 olarak analiz
edilmistir. Minimum tekrar sayis1 5 olarak belirlenmistir. Analizler sonucunda SSR

lokuslarinin motif tipleri, tekrar sayilar1 ve diziler tizerindeki pozisyonlar: belirlenmistir.
3.7. Proteinlerin U¢ Boyutlu Homoloji Modellemesi

Aday  protein  dizilerinin ¢  boyutlu  yapilar, Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/) web sunucusu kullanilarak homoloji modelleme
yaklasimi ile tahmin edilmistir. Protein dizileri FASTA formatinda sisteme yiiklenmis,

uygun sablon yapilar otomatik olarak belirlenmis ve ili¢ boyutlu modeller olusturulmustur.


https://swissmodel.expasy.org/
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Veri analizinden elde edilen bulgular, calismanin temel ¢iktisini1 olusturmustur.
Bu bulgular literatiirdeki bilgilerle karsilastirilarak yorumlanmis ve ¢alismanin 6zgiin

katkilar1 ortaya konmustur.
4.1. Diferansiyel ifade Analizi Sonuglar1

Kontrol ve deney gruplari arasindaki diferansiyel gen ekspresyonu, DESeq2
analizi kullanilarak degerlendirilmistir. Analiz sonucunda, istatistiksel olarak anlamli
diferansiyel ifade gosteren genler (DEGs) belirlenmistir. Bu genler, yukar1 ve asagi regiile

olan genler olarak siniflandirilmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2).

Cizelge 4.1. DESeq?2 programi yukart regiile olan genler

Gen Adi Log2(FO) P-degeri Gen Ad1 Log2(FC) P-degeri
CIPK23 5,67 1,3088E-162 NCED3 4,02 1,49829E-06
LEAI4 5,65 7,4581E-140 KINI 4,02 8,6493E-06
P5CS1I 5,63 4,8531E-100 FAD7 3,94 1,11729E-05
COR47 5,63 2,61502E-75 APXI 3,92 1,52619E-05
AKTI 5,62 4,63116E-74 LTI78 3,89 2,25149E-05
RD294 5,59 1,15457E-69 BADHI 3,87 2,40665E-05
NACO019 5,58 1,33352E-45 FAD?2 3,85 3,04343E-05
P5CS2 5,56 2,69286E-38 COLDAIR 3,81 5,65382E-05
SnRK2.2 5,44 4,12596E-38 GolS2 3,76 6,71122E-05
sHSP18.2 5,41 9,9322E-31 RS3 3,74 7,03159E-05
RS 5,35 4,03481E-28 NHX1 3,74 7,91438E-05
SnRK2.6 5,34 2,00957E-26 HSP90 3,73 8,17497E-05
CORI154 4,82 1,26471E-24 ERF1 3,72 9,68755E-05
PP 4,81 6,51749E-23 AFP 3,70 0,000120669
MAPK3 4,78 1,08954E-21 DHAR 3,65 0,000161765
AVPI 4,72 5,02667E-20 BiP 3,12 0,000163411
RD22 4,71 2,11544E-18 ERDIO 3,11 0,000206287
MAPKG6 4,70 6,16462E-18 HSP70 3,11 0,000215863
WRKY34 4,69 6,94475E-18 SODI 3,10 0,000340514
ZATI2 4,69 1,86004E-17 SWEETI1 3,09 0,000365151
HKTI 4,68 7,7586E-17 HSP101 3,09 0,000375807
GR 4,64 2,99843E-14 cYS 3,08 0,000644173
SOS1 4,59 1,49934E-11 CMO 2,96 0,000805972
SPS 4,56 1,07066E-10 TPS1 2,96 0,001168427
ABA3 4,50 4,72609E-10 GSTUI9 2,95 0,002133205
CIPKS 4,49 3,53323E-09 IMTI 2,95 0,002224614
APX2 4,48 4,00735E-09 GSTU 2,95 0,002307804
CBF2 4,08 2,10249E-08 CATI 2,92 0,003586067
GPX3 4,06 1,72441E-07 BAM1 2,92 0,003613879
RD29B 4,05 2,93548E-07 CBF1 2,91 0,005759713
AOXI 4,03 7,06322E-07 KIN2 2,89 0,00730515

Soguk stresine maruz kalan dereotu bitkisinde ERD10, LEA14, COR47, COR154,
KINI, KIN2, RD294 (LTI78), RD29B ve RD22 genlerinin ekspresyon seviyelerinin
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anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir. Bu genlerin 6nemli bir kismi fonksiyonel olarak
dehidrin/LEA ve soguk regiile (COR) gen aileleri altinda degerlendirilmektedir. Bu
calismada s6z konusu genlerin yukari regiilasyonu, literatlirde bildirilen abiyotik stres
yanit mekanizmalariyla uyum gostermekte ve elde ettigimiz bulgular1 desteklemektedir.

Bu kapsamda, ERDI10, COR47, RD294 ve RD29B genlerinin ait oldugu
dehidrin/LEAII protein ailesinin ge¢ embriyogenez sirasinda biriktigi ve cesitli hiicre
dehidrasyonuna neden olan kuraklik, tuzluluk, soguk gibi abiyotik stres faktorleri
tarafindan vejetatif dokularda indiiklendigi bilinmektedir (Hao vd., 2022). Transgenik
Arabidopsis bitkilerinin yapraklarinda soguk, kuraklik ve tuzluluk stresi altinda COR47
ve RD294 genlerinin 6nemli dl¢lide yukari regiile edildiginin bildirilmesi, bu genlere ait
ekspresyon bulgularimizla ortiismektedir (L. Zhou vd., 2022). Benzer sekilde, ABA ile
indiiklenen bir gen olan RD29B geninin dehidrasyon stresine maruz kalan A4. thaliana’da
ilk stresten sonra giiclii bir sekilde indiiklendigi, ikinci stresten sonra ekspresyonunun
daha da artarak transkripsiyonel hafiza sergiledigi bildirilmistir (Virlouvet vd., 2014).
Saperon aktivitesi ve membran stabilizasyonu saglayan ERDI0’un, soguk
uygulandiginda yanit olarak ekspresyon seviyelerinin O6nemli Olciide, dehidrasyon
kosullarinda ise ekspresyonunun devamli yukari regiile edildigine dair literatiir bilgisi
bulgularimizi dogrular niteliktedir (S. Y. Kim ve Nam, 2010).

Soguk diizenleyici genlerden biri olan CORI5A4’nin soguga maruz kalan A.
thaliana bitkilerinde ekspresyonunun arttigt ve bu artisin don toleransiyla iligkili
olabilecegi; ayrica kuraklik ve tuzluluk streslerinde de ekspresyonunun arttigi
bildirilmistir (Hundertmark ve Hincha, 2008; Zuther vd., 2012). KIN1 ve KIN2 genlerinin
soguk stresinde koordineli olarak diizenlenen ve ABA tarafindan indiiklenen sogukla
indiiklenebilir genler oldugu rapor edilmistir (Kurkela ve Borg-Franck, 1992). Ayrica A.
thaliana’da, soguk stres kosullarinda bu ii¢ genin ekspresyonunun ortamdaki CO:
konsantrasyonuna bagl olarak degistigini gosteren bir ¢calisma, en yiiksek ekspresyonun
diisiik CO: kosullarinda gbzlendigini bildirerek elde ettigimiz yukari regiilasyon egilimini
desteklemektedir (Barnaby vd., 2020).

LEA (Geg embriyogenezde bol bulunan) genlerinden biri olan LEAI4’{in A.
thaliana’da tohum ve tohum dis1 dokularda kuraklik, tuzluluk ve soguk, Ipomoea batatas
(tath patates)’da ise tuzluluk ve dehidrasyon streslerinde ekspresyonunun arttig1 rapor
edilmistir (Hundertmark ve Hincha, 2008; Park vd., 2011). Benzer sekilde Morus

multicaulis (dut agaci)’da RD22 geninin diisiik sicaklik, kuraklik ve tuzluluk stresleri
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altinda ekspresyonunun farkli seviyelerde arttig1 bildirilmistir (H. Wang vd., 2014). S6z
konusu literatiir bilgileri, bu gen grubuna ait ekspresyon sonuglarimizla uyum igindedir.

Calisma dogrultusunda CBFI, CBF2, WRKY34, ZATI2 ve ERFI genlerinin
ekspresyon seviyelerinin anlamli bir sekilde arttifi belirlenmistir. Bu genler, stres
kosullarinda gen ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev alan transkripsiyon faktorleri
olup, abiyotik stres yanitlarinda énemli rol oynamaktadir (Lindemose vd., 2013). Uziim
cesitlerinde, soguk stresi altinda CBFI ve CBF2’nin ekspresyon seviyelerinin arttigini
bildiren ¢alisma, bu genlere ait bulgularimizla paralellik gdstermektedir (Karimi vd.,
2015). WRKY genlerinin ¢esitli abiyotik stres yanitlarin1 diizenleme gdrevinin yani sira,
antosiyanin biyosentezi ve bazi gelisimsel siireglerde rol aldigi da bilinmektedir. 4.
thaliana’da yapilan caligmada soguk uygulamasiin yabani tip bitkilerde WRKY34
geninin ekspresyon seviyesini artirdigi rapor edilmistir (Zou vd., 2010). Bunun yani sira,
etilen sinyal yolunun bir alt bileseni olan ERF1'in tuz ve kuraklik stresi altinda
ekspresyonunun arttig1 ve A. thaliana’da asir1 ifadesinin bu streslere karsi toleransi
artirdig1 goézlemlenmistir (Cheng vd., 2013). Son olarak, 4. thaliana’ da ¢inko parmak
transkripsiyon faktorlerinden Z4 712 nin soguk, ozmotik, tuz ve kuraklik stresleri altinda
kok ve siirgiin dokularinda, UV-B ve yaralanma streslerinde ise siirgiin dokusunda
ekspresyonunun yiiksek oranda arttigi literatiirde bildirilmistir (Yin vd., 2017). Bu
literatiir bilgileri, dereotunun maruz kaldig: transkripsiyonel yeniden yapilanmanin ne
kadar genis bir kapsama yayildigin1 agik¢a ortaya koymakta ve ¢alisma sonuglarimizi
giiclii bir sekilde desteklemektedir.

Yiriitilen ¢alisma kapsaminda APXI, APX2 ve CATI genlerinin ekspresyon
seviyelerinin anlaml1 bir sekilde arttig1 belirlenmistir. Bu genler, bitkilerin reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) detoksifikasyonunda gorev alan askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz
(CAT) enzimatik antioksidan savunma sistemlerinin kodlanmasinda rol oynadigi
bilinmektedir (J.-X. Liu vd., 2019). Apium graveolens (kereviz)’ten izole edilen APX1’in
kuraklik stres altinda ekspresyonunun arttigi ve A. thaliana’ da asir1 ekspresyonunun
kurakliga direnci artirdig1 bildirilmistir (J.-X. Liu vd., 2019). Benzer sekilde 4. thaliana’
da yapilan bir ¢alismada sicaklik stresi altinda APX1 ve APX2 genlerinin ekspresyonunun
arttig1 gozlemlenmistir (Panchuk vd., 2002). Durum bugdayindan (7riticum turgidum L.
subsp. durum) 1zole edilen CAT1’in tuz ve kuraklik stresi altinda ekspresyonunun arttig1
ve bu genin tarim bitkilerinde ¢oklu abiyotik streslere karsi toleransta rol oynadig: rapor

edilmistir (Feki vd., 2015). Benzer stres kosullarinda rapor edilen bu ekspresyon


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/triticum-turgidum
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profilleri, dereotunda elde ettigimiz antioksidan gen aktivasyonu bulgularim1 dogrudan
desteklemektedir.

Yiiriitilen calismada MAPK3, MAPK6, SnRK2.2 ve SnRK2.6 genlerinin
ekspresyon seviyelerinin anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir. Bu genler, bitkilerde
stres sinyal iletiminde rol alan protein kinazlarin kodlanmasinda rol oynamaktadir (Kulik
vd., 2011). MAPK3 ve MPK6 genlerinin de dahil oldugu mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK) kaskadi, 6karyotlarda korunmus ii¢ bilesenli bir sinyal iletim sistemidir.
Bu kaskad, bitkilerde c¢evresel sinyallerin hiicresel yanitlara doniistiiriilmesinde ve
abiyotik stres yanitlarinin diizenlenmesinde rol almaktadir (Sinha vd., 2011). SnRK2.2 ve
SnRK2.6’nin ait oldugu SnRK2 ailesi ise bitkiye 0zgli serin/treonin kinazlardan
olugmakta olup, bu kinazlar bitkilerde abiyotik stres yanitlarinda ve ABA bagimli gelisim
stireglerinde rol oynamaktadir (Kulik vd., 2011). Bugdayda (77iticum aestivum) yapilan
calismada, kuraklik ve sicaklik stresi altinda MAPK3 ve MAPK6 nin ifadelerinin 6nemli
o6l¢iide yukar regiile oldugu bildirilmistir (Y. Li vd., 2024). Misirda (Zea mays) yapilan
bir ¢alismada, SnRK2.2’nin ABA uygulamasi ve sicaklik stresi altinda, SnRK2.6’nin ise
tuz stresi altinda ekspresyonunun arttig1 gozlemlenmistir (Huai vd., 2008). Literatiirdeki
bu bilgiler, dereotunda soguk stres sinyalinin algilanmasi ve iletilmesinde MAPK ve
SnRK kaskadlarinin merkezi birer aktdr olarak islev gordiglini gostererek ¢aligma
sonuglarimizi giiclendirmektedir.

Calisma sonucunda NHX1 ve SOSI genlerinin ekspresyon seviyelerinin anlamli
bir sekilde arttigr belirlenmistir. Bu genler, plazma membram1 (SOS1) ve vakuol
membraninda (NHX1) lokalize olan Na'/H* kars1 tasiyict (antiporter) proteinlerin
kodlanmasinda rol oynamaktadir. S6z konusu proteinler, hiicre i¢i sodyum dengesinin
korunmasinda gorev alarak tuz stresine kars1 adaptasyonda kritik dneme sahip, evrimsel
olarak korunmus tasiyici sistemler arasinda bulunmaktadir (Ruiz-Gonzalez vd., 2025).
Pamukta (Gossypium hirsutum) genomunda tanimlanan SOS/ gen ailesi liyelerinin tuz ve
kuraklik stresleri altinda farkli ekspresyon profilleri sergiledigi ve bazi iyelerinde
ekspresyon seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (Iqra vd., 2025). Tuz stresine maruz kalan
Oryza sativa’da NHXI ve SOS1 genlerinin ekspresyonunun arttigi, bu artisin hiicre igi
Na* birikiminin diizenlenmesine ve tuz toleransinin artmasina katki sagladigini rapor
eden calisma, bulgularimizi1 destekler niteliktedir. (Solis vd., 2022).

Yiirtitiilen ¢alismada AFP geninin ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde
arttigr  belirlenmistir. AFP genleri, bitkilerde ve diger organizmalarda antifriz

proteinlerini kodlamaktadir. Ayrica bu genler, buz kristali olusumunu inhibe ederek



39

donma stresine tolerans saglamaktadir (Aticti ve Nalbantoglu, 2003; Kazemi-
Shahandashti ve Maali-Amiri, 2018). AFP geninin dereotunda yukari regiilasyon
gostermesi, bitkinin soguga kars1 fiziksel diizeyde koruma mekanizmasi gelistirdigini
diistindiirmektedir.

Elde edilen sonuglar, dereotunda soguk stresine karst ERD10, LEAI4, RD294/B
gibi koruyucu proteinleri kodlayan genlerin, CBFI ve CBF2 gibi transkripsiyon
faktorlerinin, APX ve CAT gibi antioksidan savunma genlerinin ve MAPK ile SnRK
sinyal yolaklaria ait bilesenlerin aktiflestigini gostermistir. Bu durum, bitkinin diisiik
sicaklik kosullarina kars hiicresel dengeyi korumaya yonelik ¢ok yonlii bir stres yanit
gelistirdigini ortaya koymaktadir. Ayrica elde edilen bulgularin literatiirde farkli bitki
tiirleri i¢in bildirilen ¢aligmalarla paralellik gdostermesi, belirlenen genlerin soguk stres

toleransinda 6nemli rol oynayabilecegini desteklemektedir.

Cizelge 4.2. DESeq?2 programi asag1 regiile olan genler

Gen Adi Log2(FO) P-degeri Gen Ad1 Log2(FC) P-degeri
RBCL -5,47 0,007248 CYCBI -4,84 1,4E-20

EXPAI -5,46 0,005948 HCT -4,84 7,59E-23
PIP2;1 -5,43 0,005272 LHCB6 -4,83 1,25E-23
NRTI.1 -5,37 0,003298 SUSI -4,82 1,69E-25
EXP2 -5,32 0,002788 PETEI -4,30 4,68E-26
PALI -5,32 0,00276 Xyli -4,29 1,25E-28
SPS1 -5,31 0,001959 PSBOI -4,28 5,47E-29
EXP-A8 -5,31 0,001744 14419 -4,27 1,32E-32
HOS9 -5,30 0,001386 PORB -4,26 1,79E-33
RBCS -5,22 0,001193 PIP2;2 -4,23 4,14E-39
ARGOS -5,21 0,000593 AGP2 -4,23 5,99E-40
CYCA2;1 -5,19 0,000335 EXPAS -4,23 9,08E-42
XTH?2 -5,18 7,37E-05 PINI -3,50 1,1E-46

SULTRI;1 -5,17 2,64E-05 PsbA -3,48 7,65E-48
GA3ox -5,16 2,54E-05 LHCAI -3,48 5,95E-48
SUT2 -5,15 1,83E-05 PME3 -3,47 4,83E-48
CESA -5,14 1,18E-05 GAPDH -3,46 2,88E-52
GASA4 -5,12 1,08E-05 PIN3 -3,46 1,92E-68
PSBQ -5,12 7,87E-06 CHSY -3,46 5,1E-71

FNRI -5,07 9,58E-07 RBCS3B -3,46 2,24E-75
SAURI19 -5,06 3,54E-07 TUA6 -3,45 1,93E-84
PsbD -4,98 1,53E-07 LHCBI -3,45 1,1E-86

XTHI17 -4,98 1,28E-07 RBCSIA4 -3,43 4,88E-90
CDKBI;1 -4,98 1,4E-08 14A1 -3,43 2,29E-92
EXST -4,98 9,74E-09 GA20ox1 -3,42 6,15E-95
TUB-4 -4,95 5,47E-10 SAURI -3,42 4,5E-106
TUBBI -4.91 1,59E-12 FLAI -3,42 4,1E-122
PCNAI -4,90 1,15E-14 PIPI;2 -3,41 4,2E-123
ACT2 -4,87 8,73E-18 CDKBI -3,41 6,5E-141
AMTI.1 -4,85 1,75E-18 PSAK -3,41 1,9E-151
KRP2 -4,84 1,74E-18 MYB4 -2,63 2,7E-155
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Soguk stresine maruz kalan dereotu bitkisinde RBCL, RBCS ve RBCSIA
genlerinin ekspresyon seviyelerinin anlamli bir sekilde azaldig1 belirlenmistir. RBCL geni
Rubisco’nun biiyiik alt birimini, RBCS gen ailesi ise kii¢lik alt birimini kodlamaktan
sorumludur (Chase vd., 1993; Izumi vd., 2012). Rubisco (ribuloz-1,5-bisfosfat
karboksilaz/oksijenaz) atmosferik CO-’nin baglanmasindan sorumlu temel enzimdir ve
fotosentetik kapasitenin belirlenmesi agisindan olduk¢a onemlidir (Hauser vd., 2015).
Ayrica yaprak proteinlerinin biiyiik kismini olusturmasi nedeniyle, bitkilerde azotun geri
doniisiimii agisindan da kritik 6neme sahiptir (Izumi vd., 2012). Yiiksek sicaklik stresine
maruz birakilan Triticum aestivum (bugday) bitkisinde uzun siireli sicaklik stresi altinda,
sicakliga duyarli genotipin hem rbcL hem de rbcS genlerinin ekspresyonu ciddi sekilde
azalirken; sicakliga toleransl genotipin bu genlerin ekspresyon seviyelerini korumada
daha basarili oldugu bildirilmistir (Almeselmani vd., 2012). Bu durumla paralel olarak,
Solanum lycopersicum’da yapilan bir ¢aligmada, rbcL transkriptlerinin kombine stres
(sicaklik ve kuraklik) altinda, rbcS transkriptlerinin ise kombine ve bireysel sicaklik stresi
altinda ekspresyonlarinin azaldigi rapor edilmistir (Raja vd., 2020). Benzer sekilde A.
thaliana bitkisinde biiylime sicaklig1 arttikca Rbes1A tranksriptlerinin ekspresyonunun
azaldig1 ve yiiksek sicaklik kosullarinin Rubisco enzimi iiretimi iizerinde genel bir
baskilayici etki olugturdugu tespit edilmistir (Cavanagh vd., 2023). Farkl1 bitki tiirlerinde
sicaklik stresine bagli olarak gelisen bu rbcL ve rbcS transkript azalislari, ¢alisma
bulgularimizi destekler niteliktedir.

Yiriitilen calismada LHCBI, LHCB6 ve LHCAI genlerinin ekspresyon
seviyelerinin anlamli bir sekilde azaldig1 belirlenmistir. LHCA ve LHCB genleri, 151k
enerjisi yakalama, bitki biiyiimesi, gelisimi ve stres tepkilerinde rol oynayan 151k hasadi
klorofil a/b baglayici proteini (Lhc) kodlamaktadir (T. Huang vd., 2025). Lhca proteinleri
fotosistem I (PSI) anten kompleksinde gorev almakta, Lhcb proteini ise fotosistem II
(PSII)’nin ana 151k hasat kompleksini olusturmakta ve 151k enerjisinin reaksiyon
merkezlerine aktarilmasinda rol oynamaktadir (Alboresi vd., 2009). Literatiirde bu
genlerin stres altindaki yanitlarinin tiirlere gore degisiklik gosterdigi goriilmektedir;
ornegin Apium graveolens (kereviz)’in belirli ¢esitlerinde soguk, sicaklik, kuraklik ve tuz
stresi altinda LHCBI geninin ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (Jiang vd., 2014).Buna
karsilik, Oenanthe javanica (su kerevizi)’da ise sicaklik ve kuraklik stresi sonrasinda
ekspresyonunun azalmasi, ¢alisma bulgularimizla ortiismektedir. (Jiang vd., 2014).

Yiiksek sicaklik stresine maruz birakilan Cucumis sativus (salatalik) bitkisinde LHCB6
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ve LHCAI genlerinin ekpresyonunun onemli Olglide azaldigi bildirilmesi de yine
bulgularimizla paralellik gostermektedir (Y. Miao ve Zhang, 2025).

Calisma sonucunda PsbQ, PsbOl, PsaK, PsbA ve PsbD genlerinin ekspresyon
seviyelerinin anlamli bir sekilde azaldig1 belirlenmistir. Bu genler, fotosistem I (PsaK) ve
fotosistem II’nin (PsbQ, PsbO1, PsbA ve PsbD) yapisal organizasyonu, elektron taginimi
ve fotosentetik verimliligi siirdirmede gorevli proteinlerin kodlanmasinda rol
oynamaktadir. SO6zli gegen proteinler birlikte fotosentetik elektron transfer zincirini
diizenleme ve stres kosullarinda fotosistem stabilitesinin korunmasinda gorev almaktadir
(Fromme vd., 2001; Ifuku ve Noguchi, 2016). Bulgularimiz, literatiirde farkli abiyotik
stres faktorleri altinda fotosistem bilesenlerinde gozlenen ekspresyon azalislar ile
ortiismektedir. Nitekim kuraklik stresine maruz kalan bazi Hordeum vulgare (arpa)
kiiltivarlarinda LHCB1, PsbQ ve PsbO genlerinin ekspresyonunun azaldig belirtilmistir
(Daszkowska-Golec vd., 2019). Benzer sekilde Avena sativa (beyaz yulaf) bitkisinde 15
giinliik tuz stresi altinda PsbO, PsbA ve PsbD genlerinin ekspresyon seviyesinin azaldigi,
tuz stresi ve sodyum asetata (NaCl+SA) birlikte maruz kaldiklarinda ise Psb4 geninin
ifadesinin artarken, PsbD ve PsbO geninin ifadesinin azaldig bildirilmistir (Kappachery
vd., 2024). Kuraklik stresi altinda Prunus persica (seftali) ve Carthamus tinctorius
(aspir) bitkisinde PsaK geninin ekspresyonunun azaldigi rapor edilmistir (Haider vd.,
2018; Sabzeali vd., 2026). Isik hasadi, enerji transferi ve fotosentetik elektron aktarimini
sinirlayarak bitkinin fotosentez hizinda diisiise yol actig1 belirtilen PsaK ifadesindeki
azaliglar, ¢alisma bulgularimizi desteklemektedir (Sabzeali vd., 2026).

Yiriitilen calisma kapsaminda FNRI ve PetEl genlerinin ekspresyon
seviyelerinin anlamli bir sekilde azaldig1 belirlenmistir. FNR/ geni, fotosentetik elektron
tasima zincirinde ferrodoksinden NADP*’a elektron transferini saglayan ferredoksin-
NADP* rediiktaz (FNR) enziminin izoformlarindan birinin kodlanmasindan sorumludur
(Mulo, 2011). PETEI geni ise fotosentetik elektron tasima zincirinde sitokrom b6f
kompleksinden PSI’ye elektron tasiyan bakir baglayict plastosiyanin proteininin
kodlanmasindan sorumludur (Ivanov vd., 2012). Bu genlerin stres altindaki regiilasyon
mekanizmalar incelendiginde; Chenopodium quinoa (kinoa) bitkisine kombine stres
(yiiksek sicaklik ve tuzluluk stresi) uygulandiginda FNRI geninin ifadesinin azaldigi
bildirilmistir (Shuyskaya vd., 2023). Benzer sekilde Capsicum annuum’da yapilan bir
calismada petE geninin soguk stres uygulamasinin ilk asamasinda ekspresyonunun arttigi
ancak stres devam ettikge ekspresyonunun azaldigi, soguk stresinin ardindan gelen

yeniden 1sinma siirecinde ise yine ifadesinin 6nemli 6l¢iide azaldigi rapor edilmistir (W.
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Miao vd., 2021). Farkli bitki tiirlerinde stresin ilerleyen evrelerinde ya da kombine stres
kosullarinda gbzlenen bu transkript azalislari, elde ettigimiz bulgular1 desteklemektedir.

Yiiriitiilen ¢alismada PIP2;1 ve PIP2;2 genlerinin ekspresyon seviyelerinin
anlaml bir sekilde azaldig1 belirlenmistir. Bu iki gen, plazma membranindaki aquaporin
proteinlerini kodlayan PIP (plazma membran igsel protein) ailesinin iiyelerindendir
(Kobae vd., 2006; Quigley vd., 2001). Ayrica her ikisi de hiicreler arasi su taginimi ve tuz
stres yanitinda gorev almaktadir (Kobae vd., 2006). Literatiir incelediginde; durum
bugdayinin tuza toleransli genotipinde ABA uygulamasi, tuz ve kuraklik stresi altinda
PIP2;] geninin ekspresyonunun azaldig: bildirilmistir (Ayadi vd., 2011). Benzer sekilde
kuraklik stresine maruz kalan Cicer arietinum (nohut) bitkisinin kurakliga duyarh
genotipinde PIP2;1 ve PIP2;2 genlerinin ekspresyonunun azaldigi rapor edilmistir
(Azeem vd., 2019). Festuca (yumak) bitkisinin hem yiiksek hem de diisiik don toleransli
genotiplerinde soguga adaptasyon/dayaniklilik (cold-hardening) sirasinda PIP2;1
transkriptlerinin azaldig1 ortaya konmustur (Pawtowicz vd., 2017). Literatiirde gézlenen
bu PIP2 transkript azalislari, ¢alisma sonuglarimizla ortiismektedir.

Yiriitilen calismada EXPAI ve EXPAS8 genlerinin ekspresyon seviyelerinin
anlamli bir sekilde azaldigi belirlenmistir. EXPAIve EXPAS hiicre duvarindaki
polisakkaritler arasi etkilesimi zayiflatarak hiicre duvari gevsemesini ve hiicresel uzamayi
saglayan expansin proteinlerini kodlayan genlerdir (Cosgrove, 2000; Cosgrove, 2015).
Elde ettigimiz bu transkript azaliglari, abiyotik stres kosullarinda hiicre biiyiimesi ve
duvar esnekliginin baskilanmasina yonelik literatiir verileriyle ortiismektedir. Nitekim
soguk stresine maruz kalan A. thaliana’da EXPAI geninin ekspresyonunun azaldigi
bildirilmistir (B. Lee vd., 2005). Benzer sekilde A. thaliana’da soguk, sicaklik, tuz,
kuraklik, ABA, fosfat ve azot eksikligi gibi c¢evresel stresler altinda EXPAS geninin
ekspresyonunun azaldigr rapor edilen calisma da bulgularimizi desteklemektedir
(Mehdizadeh Hakkak ve Tohidfar, 2026).

Calismada SAUR19, IAA19 ve PINI genlerinin ekspresyon seviyelerinin anlaml
bir sekilde azaldigi belirlenmistir. SAURIY (kiigiik oksin yiikseltici RNA 19) bitki
biiylimesi, gelisimi ve stres tepkilerinin ¢esitli siireclerinde rol oynayan SAUR gen
ailesindendir. Bu gen, hiicre uzamasi ve plazma membrant H*-ATPaz aktivasyonuyla
iliskili bulunmustur (Farquharson, 2014; H. Zhang vd., 2021). 14419 geni, bitkilerde
oksin sinyallemesinde gorev alan oksin ko-reseptorleri ve transkripsiyonel
baskilayicilardan olusan Aux/IAA protein ailesinin oksine duyarli liyelerinden birinin

kodlanmasinda rol oynar (Salehin vd., 2019). PINI geni ise plazma zari boyunca
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elektrokimyasal gradyan {izerinden enerji tiikketen bir oksin ¢ikis tasiyicilar: alt grubunu
kodlayan PIN gen ailesinin bir {liyesidir (J.-J. Zhou ve Luo, 2018). Oksin algilanmasi,
tasinimi ve hiicre uzamasi1 mekanizmalariyla dogrudan baglantili olan bu ii¢ genin
ekspresyon seviyelerinin ¢alismamizda anlamli sekilde azalmasi, dereotunun soguk stresi
altinda biiylime sinirlamalarina gittigini diisiindiirmektedir.

Yiirtitiilen ¢calismada PALI ve HCT genlerinin ekspresyon seviyelerinin anlamli
bir sekilde azaldig1 belirlenmistir. PALI geni, bitkilerde fenilpropanoid yolunun
baslangicini katalizleyen PAL (fenilalanin amonyum liyaz) enziminin kodlanmasindan
sorumlu genlerden biridir. Ayrica, lignin biyosentezi ve stres yanit slireglerinde gorev
alarak bitkinin abiyotik streslere kars1 adaptasyonunda rol oynamaktadir. HCT geni ise
fenilpropanoid yolunda lignin biyosentezine katki saglayan hidroksisinamoil transferaz
enzimini kodlamaktan sorumludur ve lignin biyosentezinde ara basamaklarin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Raes vd., 2003). Camellia sinensis (¢ay) bitkisinde
HCT geninin ekspresyonunun diigiik sicaklik, ytliksek tuzluluk ve kuraklik stresi altinda
arttig1, yiiksek sicaklik stresi altinda ise azaldigi bildiren calisma, bu gene ait
bulgularimizla ortiismektedir (Feki vd., 2015).

Calisma kapsaminda HOS9 geninin ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde
azaldig1 belirlenmistir. HOS9 geni, CBF’den bagimsiz stres yanit yolunda iglev goren
homeodomain tipi bir transkripsiyon faktoriinii kodlamaktan sorumludur. Bu gen, diisiik
sicaklik kosullarinda stres yaniti ile iligkili genlerin diizenlenmesinde rol oynayarak
bitkinin donma toleransina katki saglamaktadir (J. Zhu vd., 2004).

Elde edilen sonuglar, dereotunda soguk stresi altinda RBCL, RBCS gibi
fotosentezle iligkili genlerinin, LHCBI, PsbA gibi 151k hasad1 ve fotosistem bilesenlerinin
ve RBCSIA, FNRI, PetEl gibi karbon fiksasyonu ve elektron taginiminda gorevli
genlerin aktivitesinin genel olarak azaldigin1 gdstermistir. Benzer sekilde PIP2;1, PIP2;2
gibi su tasinimi, EXPAI, EXPAS gibi hiicre genislemesi ve SAURI9, PINI, IAA19 gibi
oksin aracili biiyiime diizenlenmesinde gorevli genlerin baskilanmasi, biiyiime
stireclerinin yavaglatildigini ortaya koymaktadir. Bu durum, bitkinin kaynaklarini
biliylime yerine stres toleransina yonlendirdigini diisiindlirmektedir. Ayrica literatiirle
uyumlu bu bulgular, gozlenen ekspresyon degisimlerinin korunmus bir soguk stres

adaptasyon mekanizmasini yansittigini desteklemektedir.
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4.2. Homoloji Tabanh Fonksiyonel Analiz Sonug¢lar:

Gergeklestirilen BLAST analizleri sonucunda, E-degeri < le-10 kriterine gore
filtrelenen Anethum graveolens transkriptom veri seti igerisinde toplam 254 adet
benzersiz (unique) protein tanimlanmistir. Elde edilen proteinler amino asit dizi
benzerlikleri ve korunmus alan (domain) yapilar1 baz alinarak farkli protein aileleri
altinda siniflandirilmistir. Tespit edilen benzersiz proteinlerin fonksiyonel gruplara gore
dagilimi Sekil 4.1°de, BLASTp analiz sonuglari ise Cizelge 4.3 te yer almaktadir.

Analiz edilen veri seti; 6zellikle soguk stresi ve donma stresi ile iligkili proteinleri
iceren Ozellesmis veri tabanlarina dayandigindan, tanimlanan proteinlerin tamamina
yakininin stres yanit mekanizmalar1 ve sinyal iletim yolaklar1 ile dogrudan iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Belirlenen aday proteinlerin stres kosullar1 iizerindeki rolleri
literatiirdeki benzer calismalarla da desteklenmektedir.

Ayrica benzersiz proteinler arasindan segilen bazi proteinlerin ti¢ boyutlu yapilari

SWISS-MODEL kullanilarak modellenmis ve elde edilen yapisal modeller Sekil 4.2, 4.3,

O

m Hicresel Koruma & Stres Yaniti = Enzimatik Aktivite & Metabolizma

4.4, 4.5te verilmistir.

m Yapisal & Depo Proteinleri = Sinyal iletimi & Hiicresel Regiilasyon

= Transkripsiyon Faktorleri & Gen Regiilasyonu

Sekil 4.1. Tespit edilen benzersiz proteinlerin fonksiyonel gruplara gore dagilim
yiizdeleri
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Protein Tanimi Gen/Protein Uniprot ID E-degeri  Bit Skor
Sembolii

C-repeat/DRE binding factor 1 CBF1 (DREBIB) A0A220T7V6 3,87E-82 241
C-repeat/DRE binding factor 2 CBF2 (DREBIC) AO0A6COTIZ6 6,52E-77 230
C-repeat/DRE binding factor 3 CBF3 (DREB1A) Q9MOLO 3,00E-74 218
C-repeat/DRE binding factor 4 CBF4 (DREB1D) Q9FJ93 1,04E-80 237
Dehydration-responsive element- DREBIF QILN86 6,52E-62 190
binding protein 1F
Dehydration-responsive element- DREB2A 082132 3,44E-19 80,5
binding protein 2A
Dehydration-responsive element- DREB2B 082133 1,04E-20 84,7
binding protein 2B
JERF3 JERF3 QO6TXK7 2,52E-100 294
Ethylene-responsive transcription ERFS5 080341 1,03E-48 159
factor 5
Ethylene-responsive transcription ERF012 QI9SFE4 1,08E-47 151
factor ERFO12
Ethylene-responsive transcription ERF113 AOA6PSTMFS 6,70E-45 146
factor ERF113
Cold acclimation protein COR413 P93613 1,13E-76 226
WCORA413
Cold-regulated 413  plasma COR413-PM1 Q9XIM7 1,23E-83 243
membrane protein 1
Cold-regulated plasma membrane COR413-PM2 AOA1USE7A7 1,98E-107 303
protein 2
Cold acclimation protein COR413-TM1 Q84XU9 2,41E-12 60,1
COR413-TM1
COR410 protein COR410 AOA6A2WDN4  3,73E-19 78,6
Cold-responsive protein kinase 1 CRPK1 QI93YNI1 8,75E-172 481
Mitogen-activated protein kinase 3 MAPK3 Q39023 0 628
Mitogen-activated protein kinase 6 MAPKG6 Q39026 0 583
Mitogen-activated protein kinase MAPKK?2 Q9s7U9 1,14E-65 207
kinase 2
Diacylglycerol kinase 2 DGK2 QOFFN7 0 996
Diacylglycerol kinase 3 DGK3 Q8VZGl1 8,87E-142 407
Diacylglycerol kinase 5 DGKS5 QI9CSES 0 711
WRKY transcription factor 25 WRKY25 D7LBL7 4,94E-88 273
WRKY transcription factor 33 WRKY33 D7LLK7 6,99E-117 351
Peroxidase 1 PRX1 PODI10 2,81E-75 241
Peroxidase 24 PRX24 QIZV04 2,46E-60 202
Peroxidase 27 PRX27 Q43735 8,91E-73 234
Peroxidase 35 PRX35 Q96510 3,57E-67 219
Peroxidase 57 PRX57 Q43729 1,79E-70 228
Peroxidase 64 PRX64 Q43872 1,09E-67 221
Peroxidase 73 PRX73 Q43873 1,57E-66 218
Dehydrin ERD10 ERDI10 P42759 3,12E-29 106
Dehydrin Rabl15 Rabl5 AO0AAVIDCPO 2,83E-21 82
Dehydrin Rab18 Rab18 AO0A6JOKZKS 2,01E-22 85,1
Dehydrin COR47 COR47 AO0A151TD44 6,94E-31 109
Cold shock protein 1 CSP1 065639 9,73E-36 134
Cold shock domain-containing CSP3 Q94C69 1,28E-22 96,3

protein 3

Cizelge 4.3'te verilen BLASTp analiz sonuglari, aday proteinlerin referans

proteinlerle yliksek diizeyde benzerlik gosterdigini ortaya koymaktadir. Elde edilen diisiik



42

E-degeri ve yiiksek bit skor degerleri, aday proteinlerin referans proteinlerle giiclii ve
giivenilir homoloji iliskileri sergiledigini gostermektedir. Bu sonuglar, belirlenen aday
proteinlerin ilgili protein ailelerine ait oldugunu ve fonksiyonel olarak benzer 6zellikler
tasiyabilecegini desteklemektedir.

Soguk stresine maruz kalan dereotu bitkisinde elde edilen protein dizilerinin
onemli bir kism1i DREB1/CBF transkripsiyon faktor ailesine ait ¢ok sayida iiye ile yliksek
homoloji gostermistir. DREB1/CBF transkripsiyon faktorlerinin soguk, kuraklik, sicaklik
ve yiiksek sicaklik stres kosullarinda indiiklenebildigi ve stres yanit genlerinin
transkripsiyonel diizenlenmesinde rol aldig literatiirde bildirilmistir (Morran vd., 2011).

Yiriitilen ¢aligmada CBFI/DREB1B, CBF2/DREBIC, CBF3/DREBIA,
CBF4/DREBI1D, DREBIF ile homoloji gosteren aday protein dizileri belirlenmistir. Elde
ettigimiz bu homoloji verileri ve aday protein profili, literatiirde farkli bitki tiirlerinin
soguk ve diger abiyotik stres yanitlarinda bu faktorlerin giiglii bir sekilde indiiklendigini
gosteren bulgularla ortiismektedir. Ornegin Arabidopsis thaliana’da yapilan bir
calismada CBFI,CBF2 ve CBF3 genlerinin soguk stresi tarafindan giiclii bir sekilde
indiiklendigi ortaya konmustur (Shinwari vd., 1998). Benzer sekilde Oryza sativa’da
gerceklestirilen bir ¢alismada yine bu ii¢ genin soguk stresi sirasinda indiiklendigi ve
bitkide soguk toleransini arttirdig1 belirtilmistir (Donde vd., 2019). Yapilan bir baska 4.
thaliana ¢alismasinda ise DREBID geninin kuraklik stresine maruz kaldiginda
ekspresyon seviyesinin arttigi bildirilmistir (Haake vd., 2002). Ayrica yabani (Vitis
riparia) ve kiltlir (Vitis vinifera) tiziimlerinde DREBID transkript seviyelerinin soguk
uygulamasi sonrasi geng ve olgun dokularda artis gosterdigi, bu artisin uzun siireli olarak
korundugu ve bu durumun bitkinin kisa dayaniklilik kapasitesi agisindan 6nemli oldugu
rapor edilmistir (Xiao vd., 2008). Cesitli abiyotik stresler uygulanan iki farkli O. Sativa
kiiltivarinda DREBIF geninin soguk, kuraklik ve tuz stresleri ile indiiklendigi ortaya
konulmustur (Q. Wang vd., 2008). Tuzluluk stresine maruz kalan A. thaliana koklerinde
de DREBIF ifadesinin giiclii, DREBID ifadesinin zayif indiiklendigi rapor edilmistir
(Sakuma vd., 2002).
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Sekil 4.2. DREB1D (A) ve CBF1 (B) proteinlerinin Swiss-Model tabanli ii¢ boyutlu (3D) homoloji
modellemesi

Calisma kapsaminda COR (Cold-Regulated) gen ailesine ait COR413, COR413-
PM1, COR413-PM2, COR413-TM1 ve COR410 ile homoloji gosteren aday protein
dizileri belirlenmistir. Tanimladigimiz bu aday COR proteinleri, literatiirde farkli bitki
tiirlerinde soguga alisma, donma ve abiyotik stres toleransini saglayan temel molekiiler
mekanizmalarla uyum gostermektedir. Nitekim yapilan bir calismada Brachypodium
sylvaticum’un dokuz genotipinde COR413 ve COR410’un diferansiyel olarak
diizenlendigi, bu durumun bitkinin soguga alisma ve sonrasinda donma tolerasindaki
artis1 saglayan molekiiller mekanizmaya sahip oldugunu gosterdigi belirtilmistir
(Lambert-Rivest, 2019). Literatiirde, Dendrobium Sonia ve Chimonanthus praecox’tan
izole edilen COR413-PM1 homologlarinin, A. thaliana’da asir1 ekspresyonu soguk ve
kuraklik stres toleransini artirirken, D. Sonia kaynakli genin tuz stresine kars1 da ek
tolerans sagladig bildirilmistir (Deng vd., 2024; Yivd., 2026). Benzer sekilde Saussurea
involucrata’dan izole edilen COR413-PM1 homologunun asir1 ekspresyonunun, pamukta
(Gossypium hirsutum) soguk ve kuraklik stresine kars1 toleransi artirdigi rapor edilmistir
(M. Wang vd., 2023). Phlox subulata’dan izole edilen COR413-PM2 geninin asir1
ekspresyonunun, Ca** akisini, COR ve CBF genlerinin ekspresyonunu diizenleyerek A.
thaliana’da diisiik sicaklik toleransini artirdigi ortaya konmustur (A. Zhou vd., 2018).
Ayrica Solanum lycopersicum’dan izole edilen COR413-PM2 homologunun asir1
ekspresyonunun transgenik domates bitkilerinde soguk stres toleransini artirdigi, genin
yapraklarda daha yiiksek diizeyde eksprese oldugu ve soguk stresi kosullarinda
ekspresyonunun indiiklendigi rapor edilmistir (L. Zhang vd., 2021). Literatiirde,
COR413-TMI1 proteininin A. thaliana basta olmak iizere ¢esitli tahil tiirlerinde (Hordeum

vulgare ve Triticum aestivum) ve bazi bitki tiirlerinde diisiik sicaklik kosullarina yanit
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olarak indiiklendigi ve soguk toleransina katki sagladigi, ayrica bu genin piringte kuraklik

toleransini artirdig1 gosterilmistir (Breton vd., 2003; C. Zhang vd., 2017).

Sekil 4.3. COR413-PM2 proteinin Swiss-Model tabanli ii¢ boyutlu (3D)
homoloji modellemesi

Yiiriitiilen ¢alisma sonucunda ERF ailesine ait JERF3, ERF5, ERFO12 ve ERF113
ile homoloji gosteren aday protein dizileri belirlenmistir. Bu aday transkripsiyon
faktorleri, literatiirde farkli bitki tiirlerinde c¢oklu abiyotik streslere karsi tolerans ve
duyarlilik dengesini kontrol eden karmasik molekiiler mekanizmalarla 6nemli 6lgiide
ortiismektedir. Ornegin S. lycopersicum’dan izole edilen JERF3’{in soguk, tuzluluk,
etilen, abisisik asit ve jasmonik asit tarafindan indiiklendigi ve JERF3 eksprese eden
tiitlinde (Nicotiana tabacum) tuzluluk, kuraklik ve donma stresine kars1 toleransi artirdigi
bildirilmistir (H. Wang vd., 2004; Wu vd., 2008). Benzer sekilde, transgenik piringlerde
de JERF3’lin asir1 ekspresyonunun kurakliga ve ozmotik strese karsi toleransi artirdig
rapor edilmistir (H. Zhang vd., 2010). Domateste yapilan bir baska ¢alismada ise ERF5
ekspresyonunun soguk ve yiiksek sicaklik stresinde tiim organlarda, yaralanma, tuzluluk,
kuraklik ve su stresinde belirli organlarda indiiklendigi ve ERF5’i asir1 eksprese eden
transgenik bitkilerin tuz ve kuraklik stresine karsi artan bir direng gosterdigi ortaya
konmustur (Pan vd., 2012). Ayrica domatesten izole edilen ERF5 homologunu asiri
eksprese eden transgenik bitkilerin (4. thaliana) absisik asite karsi asirt duyarlilik
gosterirken tuz stresine karsi artan tolerans sergiledigi belirtilmistir (Chuang vd., 2010).
A. thaliana’da yapilan bir ¢calismada, erf0/2 mutantlarla kiyaslandiginda, ERF012’nin

asir1 ifadesinin diisiik sicaklikta antosiyanin birikimini azaltarak soguk stres tolerasini
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diistirdigii; yiiksek sicaklikta ise klorofil kaybini artirarak 1s1 stresine duyarliligi
yiikselttigi gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismada, ERF012’nin asir1 ifadesinin kuraklik,
tuzluluk ve agir metal streslerine karsi direnci artirdigi da rapor edilmistir (Y. Huang vd.,
2022). Uziim asmasindan (Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon) izole edilen ERF113
homologunun transgenik A. thaliana bitkilerinde asir1 ekspresyonunun su baskinina karsi
toleransi artirdi1 ve oksidatif hasar1 azalttigi; bu etkinin ATHB-13 ile protein-protein
etkilesimi {izerinden diizenlendigi ortaya konmustur (Min vd., 2026). A. thaliana’da
yapilan bir ¢alisma ERF113 (RAP2.6L) transkriptlerinin 1s1 stresinden etkilenmedigini,
tuz ve kuraklik stresi sirasinda ifadesinin arttigini, donma stresinin ardindan ise ifadesinin
azaldigin1 bildirmistir (Krishnaswamy vd., 2011).

Yiiriitilen calismada DREB2A ve DREB2B ile homoloji gosteren aday protein
dizileri belirlenmistir. Bu aday protein dizileri, literatiirde kuraklik, tuzluluk ve termal
stres yanit yollarinda kritik roller tstlenen DREB2 ailesi iiyelerinin islevsel
dinamikleriyle paralellik gostermektedir. Nitekim A. thaliana’da yapilan bir ¢alismada
DREB2A ve DREB2B’nin kuraklik (dehidrasyon) ve tuzluluk stresleri altinda
indiiklendigi, ancak diisiik sicaklik stresinde indiiklenmedigi bildirilmistir (Q. Liu vd.,
1998; Nakashima vd., 2000; Sakuma vd., 2002). Benzer bir ¢calismada A. thaliana’da
DREB2A’nin aktif formunun kuraklik stresine karsi toleransi artirdigini, ancak donma
stresine benzer bir tolerans saglamadigini rapor etmistir (Sakuma vd., 2006). Ayrica
yapilan bir calismada Pennisetum glaucum’dan (inci darisi) izole edilen DREB2A’y1 agir1
eksprese eden A. thaliana’da 1s1, tuzluluk ve kuraklik stresine karsi toleransin arttigi,
ayrica uzun siireli soguk uygulamalarinda transgenik bitkilerin yabani tipe kiyasla daha
yiiksek hayatta kalma oran1 gosterdigi ortaya konmustur (Meena vd., 2022).

Calisma dogrultusunda WRKY33 ve WRKY25 (WRKY DNA-binding protein
25) ile homoloji gosteren aday protein dizileri belirlenmistir. Bu aday protein dizileri,
literatiirde diisiik sicaklik ve ¢oklu abiyotik stres sinyal iletim aglarinda pozitif regiilator
olarak islev goren WRKY iiyelerinin molekiiler dinamikleriyle 6nemli bir uyum
sergilemektedir. Ornegin Betula pendula (hus agac1) ve A. thaliana’nin da dahil edildigi
bir ¢alismada WRKY33’lin ABA’dan bagimsiz, WRKY25’in ABA’ya bagimli ve her
ikisinin de CBF’den bagimsiz olarak soguk stresinde indiiklendigi bildirilmistir. Ayni
calisma her iki genin asir1 ekspresyonunun 4. thaliana’da donma toleransim artirdig1 B.
pendula’da ise 6zellikle WRKY33 asir1 ekspresyonunun donmaya kars1 dayanikliligi
artirdig1 belirtilmistir. Bu bulgular sonucunda her iki genin de soguk toleransini pozitif

olarak diizenledigi, ancak WRKY33’{in daha baskin bir rol oynadigi rapor edilmistir (Jia
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vd., 2026). Benzer sekilde, Zea mays’tan izole edilen WRKY33 homologunun yiiksek
tuz, kuraklik, soguk ve ABA uygulamalariyla indiiklendigi, ayrica Arabidopsis’te asiri
ekspresyonunun stresle iliskili genleri normal kosullarda bile aktive ederek bitkinin tuz
stresine karsi toleransini artirdig: bildirilmistir (H. Li vd., 2013). A. thaliana’da yapilan
bir bagka caligmada ise WRKY25’in 1s1 stresi kosullarinda ekspresyonunun degistigi ve
stres yanitiyla iliskili genlerin regililasyonunda rol alarak bitkinin yiiksek sicakliga karsi
toleransina katki sagladigi ortaya konmustur (S. Li vd., 2009).

Yiiriitiilen ¢alismada MAPKK2 (MKK2), MAPK3 ve MAPK6 ile homoloji
gosteren aday protein dizileri belirlenmistir. Bu bulgular diisiik sicaklik sinyal iletim
mekanizmalarinin ve hiicresel yanit kontrol aglarinin karakterizasyonu agisindan literatiir
verileriyle desteklenmektedir. Ornegin yapilan bir galismada MAPKK2nin soguk ve tuz
stresi ile aktive edildigi, ancak 1s1 stresiyle aktive olmadigi, ayrica soguk ve tuz stresinin,
MAPKK2’nin dahil oldugu MAPK kaskad1 iizerinden MPK6 aktivasyonuna katkida
bulundugu bildirilmistir (Teige vd., 2004). Benzer sekilde domatesten izole edilen
MAPK3 homologunun transgenik tiitiin bitkilerinde asir1 ekspresyonunun diisiik sicaklik
stresine kars1 toleransi artirdigi ortaya konmustur (L. Yu vd., 2015). Literatiirde soguk
stresinde MAPKK2’nin dahil oldugu MAPK kaskadinin soguk toleransina pozitif etki
ettigi, ancak MKK4/5 tarafindan aktive edilen MPK3 ve MPK6 kaskadinin ICE1’in
fosforilasyonu yoluyla stabilitesini azaltarak CBF aracili soguk yanit1 baskilayabildigi
bildirilmigtir. Ayn1 ¢alismada MKK2 kaskadinin, MPK3 ve MPK6'in aktivitesini
baskilayarak bitkinin soguk stres yanitin1 dengede tuttugu rapor edilmistir (Zhao vd.,

2017).

B)

Sekil 4.4. MAPK3 (A) ve MAPK6 (B) proteinlerinin Swiss-Model tabanli ii¢ boyutlu (3D) homoloji
modellemesi
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Calisma kapsaminda Diasilgliserol kinaz (DGK) 2, DGK3 ve DGKS5 ile homoloji
gosteren aday protein dizileri belirlenmistir. Literatirde DGK2, DGK3 ve DGK5 genleri
soguk stresi altinda indiiklenmesine ragmen, DGAT (diasilgliserol agiltransferaz) ile olan
dengeye bagli olarak donma stresinde toleransi azaltabilecegi gosterilmistir. Nitekim,
DGK?2, DGK3 ve DGK5 genlerinin ¢alismadigr mutant 4. thaliana’larda hiicre hasarina
yol acan fosfatidik asit (PA) birikiminin simirlanarak donma toleransinin arttigi
bildirilmigtir (W.-J. Tan vd., 2018). Benzer sekilde, 4. thaliana’da yapilan bir ¢alismada
DGKS5 ve PA’nin ABA2 araciligiyla ABA nin biyosentezini baskilayarak tuz ve kuraklik
stresine kars1 bitkiyi olumsuz etkiledigi rapor edilmistir. Ancak, dgk5 mutant bitkilerde
ABA seviyelerinin yiikselerek bitkinin kuraklik ve tuz stresine karsi dayanikli hale
geldigi ortaya konmustur (J. Li vd., 2024).

Yiriitilen ¢alismada Peroksidaz (Prx)1, Prx24, Prx27, Prx35, Prx57, Prx64,
Prx73 ile homoloji gosteren aday protein dizileri belirlenmistir. Literatiirde farkli 4.
thaliana popiilasyonlarinda Prx24, Prx27, Prx57, Prx64’lin soguk stresinde, Prx35’°in 1s1
ve tuzluluk stresinde, Prx1’in soguk ve 1s1 stresinde, Prx73’lin ise her {i¢ stres kosulunda
ekspresyonunun arttigi, bu genlerin ilgili streslere toleransta rol alabilecegi bildirilmistir
(Eljebbawi vd., 2022).

Yiiriitiilen ¢alisma sonucunda LEA II/ Dehidrin protein ailesine ait COR47,
ERDI10, Rabl5 ve Rabl8 ile homoloji gdsteren aday protein dizileri belirlenmistir.
Literatiirde A. thaliana’da COR47 protein ve transkriptlerinin diisiik sicaklik, Rab18
transkriptlerinin ABA ve tuzluluk stresi altinda biriktigi bildirilmistir (Nylander vd.,
2001). Ayrica Poa pratensis L.’de yapilan ¢alismada, Rab15’in kuraklik stresi altinda
kurakliga toleransli genotiplerde, duyarli genotiplere kiyasla daha yiiksek seviyede
indiiklendigi belirtilmistir (Bushman vd., 2021). Bir baska calismada ise COR47 ve
ERDIOun A. thaliana’da soguk stresine yanit olarak indiiklendigi ve bu genlerin
donmaya duyarli enzimleri donma (diisiik sicaklik) kaynakli hasara karsi koruyarak
kriyoprotektif aktivite gdsterdigi rapor edilmistir (Ohkubo vd., 2020).

Yiiriitiilen ¢alismada CSP (Cold shock protein) 1 ve CSP3 ile homoloji gosteren
aday protein dizileri belirlenmistir. Soguk stresine maruz birakilan A. thaliana’da CSP1
miktarinin arttig1, ayrica CSP1’in asir1 ekspresyonunun su eksikligine karsi toleransi
artirdidz literatiirde belirtilmistir (Juntawong vd., 2013). Ayrica, Pak-choi (Brassica rapa
ssp. chinensis) ve Cin lahanasinda (B.rapa ssp. pekinensis) yapilan g¢alismada, pak-

choi’de CSP1 ve CSP3’iin ABA, ozmotik, soguk ve tuz stresinde indiiklendigi, ¢in
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lahanasinda ise CSP1’in yine bu dort stres kosulunda indiiklendigi ancak CSP3’{in sadece
ABA ve ozmotik streste indiiklendigi bildirilmistir (F. Huang vd., 2019). Bezer sekilde,
A. thaliana’ da yapilan bir ¢alismada CSP3’iin tuz ve kuraklik stresi sirasinda indiiklendigi
ve bu stres kosullarina kars1 toleransin diizenlenmesinde rol oynadigi ortaya konmustur
(M.-H. Kim vd., 2013). Bir diger ¢alismada ise AtCSP3'iin bir RNA saperonu olarak islev
goriip, transgenik bitkilerde asir1 ekspresyonunun yiiksek donma toleransi sagladigi rapor

edilmistir (M.-H. Kim vd., 2009).

Sekil 4.5. CRPK1 proteininin Swiss-Model tabanli ii¢ boyutlu (3D)
homoloji modellemesi

Yiirtitiilen ¢aligmada Cold- responsive protein kinase 1 (CRPK1) ile homoloji
gosteren aday protein dizileri belirlenmistir. CRPK1°1n, A. thaliana’da 14-3-3 proteinleri
ve CBF transkripsiyon faktorleri araciligiyla plazma zarindan ¢ekirdege soguk sinyalini
ileterek donma toleransinin diizenlenmesinde rol aldigi literatiirde bildirilmistir (Z. Liu
vd., 2017).

Tespit edilen aday protein dizileri ile literatiir karsilastirildiginda, Anethum
graveolens’te tanimlanan homolog dizilerin abiyotik stres yanitinda rol oynayan,
birbiriyle iligkili farkli sinyal yolaklarima sahip oldugu gorilmektedir. Farkli gen
ailelerinin birlikte bulunmasi, dereotunun abiyotik strese karsi olduk¢a kompleks ve
evrimsel olarak korunmus bir savunma mekanizmasina sahip oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu bulgular, hem dereotunun soguga adaptasyon yeteneginin
molekiiler temelini aydinlatmakta hem de gelecekteki 1slah ¢caligmalarinda aday genlerin
secimi i¢in Onemli bir veri seti sunmaktadir. BLAST analiz sonuc¢larinin literatiirde
bildirilen sekanslarla yiiksek diizeyde uyum gostermesi, elde edilen verilerin

giivenilirligini ve biyolojik olarak anlamliligini desteklemektedir.
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4.3. Gen Ontolojisi (GO) Sonuclar:

Diferansiyel ifade gdsteren genlerin daha iyi anlasilmasi amaciyla gen ontolojisi
(GO) analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz kapsaminda genler, biyolojik proses (BP),
molekiiler fonksiyon (MF) ve hiicresel bilesen (CC) olmak iizere ii¢ ana GO kategorisine
atanmustir. ifadesi artan ve azalan genlerin gen ontolojisi analizine ait BP, MF ve CC
sonuclar1 Sekil 4.6 ve 4.7°de yer almaktadir.

Ifade seviyesi artan genlerin GO analizi sonucunda, biyolojik proses (BP)
kategorisinde 6 alt baslik belirlenmistir. “Su eksikligine yanit’> bashginda 22,
“glikoneogenez’’ bashiginda 11, “yaralanmaya yanit’’ bashiginda 14, “lipit tasinmasi1’’
basliginda 8 ve “strese yanit’’ bashiginda 44 genin gruplandigi tespit edilmistir. Bunlara

ek olarak “soguga yanit’’ basliginin bu kategoride yer aldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. ifadesi artan genlerin gen ontolojisi analizine ait biyolojik proses (BP), molekiiler fonksiyon
(MF) ve hiicresel bilesen (CC) sonuglari

Molekiiler fonksiyon (MF) kategorisinde 5 alt baslik belirlenmistir. “Buz baglama
aktivitesi’’ baghiginda 7, “transkripsiyon faktorii aktivitesi’” basliginda 18, “peroksidaz
aktivitesi’” baslhiginda 13, “enzim inhibitor aktivitesi’’ basliginda 18 ve “DNA baglayici
transkripsiyon faktorii aktivitesi’” basliginda 7 genin gruplandig: tespit edilmistir.

Hiicresel bilesen (CC) kategorisinde 4 alt baslik belirlendi. “Ekstraseliiler bolge’’
baslhiginda 23 ve “plazma membran1’’ baghiginda 14 genin gruplandig: tespit edilmistir.
Bunlara ek olarak “sitoplazma’’ ve “cekirdek’” basliginin da bu kategori igerisinde yer

aldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.7. ifadesi azalan genlerin gen ontolojisi analizine ait biyolojik proses (BP), molekiiler fonksiyon
(MF) ve hiicresel bilesen (CC) sonuglari

[fadesi azalan genlerin GO analizi sonucunda, biyolojik proses (BP) kategorisinde
3 alt baslik belirlenmistir. “Fotosentez’’ basliginda 51, “mayoz hiicre dongiisi’’
basliginda 23 ve “hiicre dongiisii’’ basliginda 26 genin gruplandigi tespit edilmistir.

Molekiiler fonksiyon (MF) kategorisinde 2 alt baslik belirlenmistir. “Klorofil
baglama’’ basliginda 24 ve “demir iyonu baglama’’ basliginda 44 genin gruplandigi tespit
edilmistir.

Hiicresel bilesen (CC) kategorisinde 2 alt baglik belirlenmistir. “Kloroplast’’
basliginda 33 ve “plastit’” baghiginda 27 genin gruplandig: tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen bulgular, literatiirde rapor edilen ¢alismalar ile
karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Yiiriitiilen calismada, ifadesi artan genlerin biyolojik
proses (BP) kategorisinde “su eksikligine yanit’’, “glikoneogenez’’, “yaralanmaya
yanit’’, “lipit tasinmas1’’, “strese yanit’’ ve “soguga yamt’’ siireclerinde yer aldigi
belirlenmistir. Bu bulgular, farkli bitki tlirlerinde cesitli abiyotik stres kosullarinin
incelendigi calismalarla uyumludur. Nitekim Capsicum annuum bitkisinin 1s1, soguk,
tuzluluk ve ozmotik stres kosullarina verdigi yanitlarin transkriptom diizeyinde
incelendigi bir ¢aligmada, biyolojik proses (BP) kategorisinde “su eksikligine yanit” ve
“yaralanmaya yanit” siireglerinin anlamli diizeyde zenginlestigi rapor edilmistir (Kang
vd., 2020). Benzer sekilde Hordeum vulgare (arpa) lizerine yapilan ve soguk, 1s1, tuzluluk,
kuraklik, su baskini gibi streslere ait transkriptom veri setlerinin analiz edildigi bir
calismada, BP kategorisinde “soguga yanit”, “su eksikligine yanit” ve “glikoneogenez”

siireglerinin zenginlestigi bildirilmistir (Panahi, 2025). Ayrica kuraklik stresine maruz
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kalan Cicer arietinum (nohut) bitkisinde, ifadesi artan genlerin GO analizi sonucunda BP
kategorisinde “strese yanit’’ siirecinde zenginlesme gosterdigi ortaya konmustur
(Mahdavi Mashaki vd., 2018). Oryza sativa (piring) bitkisinin soguk, sicaklik, kuraklik,
tuzluluk gibi ¢oklu abiyotik streslere yanitina iliskin yapilan meta analizde DEG’lerin BP
kategorisinde “strese yamit’> ve “lipit taginmasi’’ siireglerinde anlamli diizeyde
zenginlestigi bildirilmistir (Azad vd., 2024). Bu biyolojik siire¢lerin birlikte yukari regiile
olmasi, bitkinin su eksikligi ve soguk gibi abiyotik stres kosullarina karsi metabolik
siireclerini yeniden diizenledigini ve stresle iligkili savunma yollarin1 aktive ettigini
gostermektedir. Bitkinin bu davranisi, stres kosullarina uyum saglamak igin biitiinciil bir
yanit gelistirdigini diisiindiirmektedir.

Yiriitilen calismada, ifadesi artan genlerin molekiiler fonksiyon (MF)
kategorisinde “buz baglama aktivitesi’’, “transkripsiyon faktorii aktivitesi’’, “peroksidaz
aktivitesi’’, “enzim inhibitor aktivitesi’> ve “DNA baglayic1 transkripsiyon faktorii
aktivitesi’’ siireglerinde yer aldigi belirlenmistir. Literatiir incelendiginde, calisma
bulgularimizla uyum igerisinde oldugu gériilmektedir. Ornegin Solanum lycopersicum
lizerinde yapilan bir calismada tuz stresi altinda ifadesi artan genlerin molekiiler
fonksiyon (MF) kategorisinde “DNA baglayici transkripsiyon faktorii aktivitesi’’ ve
“peroksidaz aktivitesi’” siire¢lerinde zenginlesme gdsterdigi bildirilmistir (Y. Wang vd.,
2026). Benzer sekilde, A. thaliana’da kuraklik, sicaklik ve tuz gibi gesitli abiyotik
streslerle yapilan meta analizde ve Zea mays (misir) bitkisinde soguk ve kuraklik stresiyle
yapilan calismada molekiiler fonksiyon (MF) kategorisinde “transkripsiyon faktorii
aktivitesi’’ slirecinin anlamli diizeyde zenginlestigi rapor edilmistir (Biniaz vd., 2022; Lu
vd., 2017). (Mahdavi Mashaki vd., 2018). Ayrica Oryza sativa (piring) bitkisinin soguk,
sicaklik, kuraklik, tuzluluk gibi ¢oklu abiyotik streslere yanitina iligkin yapilan meta
analizde DEG’lerin MF kategorisinde “transkripsiyon faktorii aktivitesi’’ ve “enzim
inhibitor aktivitesi’’ siireclerinde anlamli diizeyde zenginlestigi ortaya konmustur (Azad
vd., 2024). Zea mays bitkisinin farkli hatlarinda soguk uygulamasi sonucu DEG’lerin MF
kategorisinde “buz baglama aktivitesi’’ siirecinde zenginlestigi rapor edilmistir (Z. Li vd.,
2016). Bu bulgular, stres kosullarinin bitkide savunma, koruma ve gen diizenlenmesi ile
iliskili mekanizmalar1 aktive ettigini gostermektedir. Bu siireglerde yukari regiile olan
genlerin, hiicresel dengenin korunmasi ve stresin olusturdugu olumsuz etkilerin
azaltilmasinda gorev aldig1 diistintilmektedir.

Calisma kapsaminda, ifadesi artan genlerin hiicresel bilesen (CC) kategorisinde

29 13 29 (13

“ekstraseliiler bolge’’, “plazma membrani’’, “sitoplazma’’ ve “cekirdek’’ bilesenlerinde
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yer aldigi belirlenmistir. Kuraklik stresine maruz kalan Medicago sativa (yonca)
bitkisinde kurakliga yanit veren genlerin GO analizi sonucunda hiicresel bilesen (CC)
kategorisinde “plazma membrani’’ ve “ekstraseliiler bolge’’ lokalizasyonlarinda
zenginlestigi bildirilmistir (Wan vd., 2022). Ayrica Zea mays’in soguk ve kuraklik
stresine maruz birakildigir bir ¢alismada unigenlerin CC kategorisinde ‘“‘ekstraseliiler
bolge’’ bileseninde yer aldigi rapor edilmistir (Lu vd., 2017). Bir baska ¢aligmada diisiik
sicaklik stresine maruz birakilan Zea mays bitkisinde DEP’lerin (diferansiyel ifade
gosteren proteinler), kuraklik stresine maruz kalan Brassica napus (kolza) bitkisinde ise
ifadesi artan genlerin CC kategorisinde “sitoplazma’” bileseninde zenginlestigi ortaya
konmustur (X. Tan vd., 2020; T. Yu vd., 2025). Medicago sativa bitkisinde soguk stresi
sonrast DEmRNA (diferansiyel ifade gosteren mRNA) ’larin CC kategorisinde
“ekstraseliiler bolge’’, “plazma membrani’’, “sitoplazma’’ ve “cekirdek’’ bilesenlerinde
zenginlestigi rapor edilmistir (L. Zhu vd., 2026). Bu bulgular, stres kosullarina yanitin
tek bir hiicresel bolgeyle sinirli kalmadigini ve hiicresel diizeyde kapsamli bir adaptasyon
siirecinin mevcut oldugunu gostermektedir.

Yiiriitiilen calisma dogrultusunda, ifadesi azalan genlerin biyolojik proses (BP)
kategorisinde “mayoz hiicre dongiisii’’, “fotosentez” ve “hiicre dongiisii” siireclerinde yer
aldig1 belirlenmistir. Bu bulgular, farkli bitki tiirlerinde ¢esitli abiyotik stres kosullarina
verilen transkriptomik yanitlarla paralellik gOstermektedir. Literatiirde, Olea
europaea’nin (zeytin) soguk stresinde, Pseudotsuga menziesii’nin (koknar) sicaklik
stresinde, Quercus lobata’nin (vadi mesesi) ise kuraklik stresinde ifadesi azalan genlerin
GO analizi sonucunda biyolojik proses kategorisinde “fotosentez’’ siirecinde
zenginlesme gosterdigi rapor edilmistir (Estravis-Barcala vd., 2020; Hess vd., 2016;
Leyva-Pérez vd., 2015). Bir baska c¢alismada soguk stresine maruz birakilan Cucumis
sativus (salatalik) bitkilerinde DEG’lerin GO analizi sonucu BP kategorisinde
“fotosentez’’ siirecinde zenginlesme gosterdigi bildirilmistir (C. Tan vd., 2023). Kuraklik
stresine maruz kalan Eucalyptus grandis (okaliptiis) lizerinde gercgeklestirilen meta-
analizde, ifadesi azalan genlerin GO analizi sonucunda BP kategorisinde ‘“hiicre
dongiisii” stirecinde anlamli sekilde zenginlestigi bildirilmistir (Aires-Teixeira vd., 2026).
Is1 stresine maruz kalan Triticum aestivum (bugday) bitkisine yapilan transkriptom
calismasinda ise DEG’lerin BP kategorisinde “hiicre donglisii” siirecinde zenginlesme
gosterdigi belirtilmistir (Lamba vd., 2022). Yiiksek agir metal kirliligine sahip
topraklarda yetisen Arabidopsis halleri’'nde DEG’lerin BP kategorisinde “mayoz hiicre
dongiisii’’ stirecinde zenginlestigi bildirilmistir (G. Lee vd., 2021). Bu sonuglar, abiyotik
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stres kosullarinda bitkilerin enerji {iretimi, hiicre dongiisii ve biiylime ile iliskili siiregleri
baskilayarak  kaynaklarim1  stres  yanit = mekanizmalarina  yonlendirdigini
diistindiirmektedir.

Yapilan ¢alisma sonucunda, ifadesi azalan genlerin molekiiler fonksiyon (MF)
kategorisinde “klorofil baglama’> ve “demir iyonu baglama’ siireclerinde yer aldig:
belirlenmistir. Transgenik tiitiin bitkilerinde yapilan bir ¢calismada soguk stresi altinda
tanimlanan DEG’lerin GO analizi sonucunda molekiiler fonksiyon (MF) kategorisinde
“demir iyonu baglama’’ siirecinde zenginlestigi bildirilmistir (Shi ve Zhu, 2024). Benzer
sekilde, Brassica napus bitkisinde kadmiyum (Cd) stresinde DEG’lerin MF kategorisinde
“klorofil baglama’’ siirecinde zenginlestigi bildirilmistir (Ding vd., 2018). Bu bulgular,
bitkinin stres altinda enerji tasarrufuna yonelerek bazi temel metabolik siirecleri geri
plana atabilecegine isaret etmektedir.

Yiirtitiilen ¢aligmada, ifadesi azalan genlerin hiicresel bilesen (CC) kategorisinde
“kloroplast’ ve “plastit’’ bilesenlerinde yer aldigi belirlenmistir. Brassica napus
bitkisinde sicaklik stresinde ifadesi azalan genlerin GO analizi sonucunda hiicresel
bilesen kategorisinde (CC) “kloroplast’ ve “plastit’’ bilesenlerinde zenginlestigi
bildirilmigtir (Shahsavari vd., 2025). Bu sonuglar, bitkinin stres altinda fotosentetik
aktivitesini ve buna bagli metabolik faaliyetlerini azaltma egiliminde olabilecegini ortaya

koymaktadir.
4.4. KEGG Sonuglan

Diferansiyel ifade gosteren genlerin fonksiyonel rollerinin molekiiler diizeyde
anlasilmas1 amaciyla KEGG yolu analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
neticesinde, 4. graveolens’in soguk stresine yanitinda rol oynadig: diigiiniilen genlerin
yer aldig1 ¢esitli biyolojik yolaklar tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

KEGG yolak analizi sonucunda, 12 temel metabolik ve sinyal iletim yolagi tespit
edilmistir. Analiz kapsaminda; temel enerji metabolizmalarina ait “fotosentez’’,
“fotosentez-anten proteinleri’’, “nisasta ve siikroz metabolizmasi1’’, “karbon fiksasyonu
(C5)”’ ve “karbon metabolizmasi’’ yolaklar1 belirlenmistir. Ayrica hiicresel siireclerden
“hiicre donglisti’’, “ribozom’’, “yag asidi biyosentezi’’ ve “fenilpropanoid biyosentezi’’
ile sinyal iletim mekanizmalarindan “bitki hormon sinyal iletimi’’, “bitkilerde MAPK

sinyal yolag1’’ ve “glutatyon metabolizmas1’’ yolaklar1 da tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. KEEG analizi sonucu tespit edilen yolaklar

Islevsel Yolak Kategorisi KEGG Yolak Ad1
Karbon metabolizmasi
Karbon fiksasyonu (Cs)
Enerji ve Karbon Metabolizmasi Fotosentez

Fotosentez - anten proteinleri
Nisasta ve siikroz metabolizmasi
Hiicre dongiisii
Hiicresel Siiregler ve Biyosentez Ribozom
Yag asidi biyosentezi
Fenilpropanoid biyosentezi
Bitki hormon sinyal iletimi
Sinyal Iletimi ve Stres Yanit1 Bitkilerde MAPK sinyal yolagi
Glutatyon metabolizmasi

Calisma kapsaminda elde edilen bulgular, literatiirde rapor edilen ¢alismalar ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Nitekim calismada elde ettigimiz bulgular literatiirle
ortiismektedir. Ornegin, tuz-alkali stresine maruz birakilan Medicago falcata (kart yonca)
bitkisinde gergeklestirilen KEGG analizi sonucunda, “bitkilerde MAPK sinyal yolag1”’,
“fotosentez-anten proteinleri’’ ve “bitki hormon sinyal iletimi’’ yolaklarinin hem strese
toleransli hem de duyarli hatlarda zenginlestigi; “fotosentez’’, “nisasta ve siikroz
metabolizmast’’, “fenilpropanoid biyosentezi’> ve “glutatyon metabolizmasi’’
yolaklarinin ise sadece strese toleransli hatlarda zenginlestigi bildirilmistir (Chai vd.,
2025). Benzer sekilde soguk stresi altinda Nicotiana tabacum (tiitiin) bitkisinin soguga
duyarh kiiltivarinda “fotosentez’” ve “yag asidi biyosentezi’’ yolaklarinin; soguga
toleransh kiiltivarinda “bitki hormon sinyal iletimi’’, “hiicre dongiisii’’ ve “karbon
metabolizmas1’’ yolaklarinin; her iki kiiltivarda ise “ribozom’” yolaginin ortak olarak
zenginlestigi rapor edilmistir (Jin vd., 2017). Kuraklik stresine maruz kalan Oryza sativa
bitkisinde DEG’lerin, “fotosentetik organizmalarda karbon fiksasyonu”, “karbon
metabolizmas1’’, “bitkilerde MAPK sinyal yolag1”’, “fotosentez’’ ve “fotosentez-anten
proteinleri’” yolaklarinda zenginlestigi rapor edilmistir (Barzi vd., 2026).

Elde edilen sonuglarin, literatiirde bildirilen ¢alismalarla genel olarak paralellik
gosterdigi goriilmektedir. Bu bulgular, bitkinin enerji iiretimi, biiyiime ve savunma
mekanizmalarini birlikte diizenleyerek ¢evresel kosullara uyum saglamaya calistigini
diisiindiirmektedir. Ozellikle hiicresel diizenleme ile stres yaniti arasindaki etkilesim,
bitkinin c¢evresel kosullara karst biitiinciil bir adaptasyon stratejisi 1zledigini

gostermektedir.
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4.5. A. graveolens Transkriptomunda SSR MarkorlerinTespiti

Analiz edilen 4. graveolens transkriptomunda bulunan SSR bdlgelerinin
belirlenmesi amacityla GMATA programi kullanilmistir. Programa girdi olarak saglanan
71057 sekans verisinden 2899 SSR lokusu tespit edilmistir. Bu yiiksek say1 incelenen
transkriptomun mikrosatellit i¢erigi bakimindan zengin oldugunu gostermektedir. Tespit
edilen lokuslarin 2564 adedi i¢in uygun primer tasarlanirken, 335 lokus i¢in primer
tasarimi gerceklesmemistir. Analizler sonucunda 2219 benzersiz (unique) markor

saptanmustir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. 2-6 mer tarama araliginda tespit edilen SSR’larin istatistikleri

Tespit edilen SSR’larn istatistikleri

Veri olarak girilen toplam sekans sayisi 71057
Tespit edilen toplam SSR lokusu 2899
Primer tasarlanan toplam SSR lokusu 2564
Primer tasarlanmayan toplam SSR lokusu 335
Benzersiz markor sayist 2219

En az 2 en fazla 6 tekrar olmak iizere analiz edilen SSR lokuslarinda, 3-mer (tri-
niikleotit) toplam 1711 SSR lokusu ile en fazla tekrar eden motif olarak tespit edilmistir.
4-mer (tetra-niikleoit) ise toplam 3 SSR lokusu ile en az tekrar eden motif olarak tespit

edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Tekrar motiflerinin SSR lokus sayilart

Motif (-mer) Toplam
2 1155
3 1711
4 3
5 7
6 23

Analiz sonuglarina gore, en fazla tekrar eden di-niikleotit motifinin 257 SSR ile
‘GA’, en fazla tekrar eden tri-niikleotit motifinin ise 153 SSR ile ‘TGA’ oldugu
saptanmistir (Cizelge 4.7). En ¢ok tekrar eden motif gruplarinin 3-mer yapisinda oldugu
goriilmektedir; ancak toplam say1 baz alindiginda ‘TC/GA’ ve ‘AG/CT’ motif grubunun
daha fazla oldugu saptanmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.7. En ¢ok tekrar eden SSR motifleri

SSR Motifi Toplam sayisi
GA 257
AG 211
TC 203
CT 172

TGA 153
GAT 116
CAG 87
GAA 74
AAG 71
ATG 68

Cizelge 4.8. 2-6 mer tarama araliginda en ¢ok tekrar eden motif gruplari

Motif Grubu Toplam sayisi Motif Grubu Toplam sayisi
TC/GA 460 AAG/CTT 89
AG/CT 383 GCA/TGC 87
TGA/TCA 189 ACC/GGT 86
ATC/GAT 144 TGG/CCA 86
GAA/TTC 138 ATG/CAT 85
CA/TG 119 TCC/GGA 65
CAG/CTG 113 GCT/AGC 63
TCT/AGA 90 AT/AT 55
GTG/CAC 89 GAG/CTC 50
GT/AC 89 TA/TA 44

Genel SSR dagilimi 2-6 mer araliginda taranmis; toplam say1 baz alindiginda
‘TC/GA’ ve ‘AG/CT’ gibi 2-mer motifleri en yiiksek frekansa sahip olsada, ilk 10 grup
icerisinde triniikleotitlerin (3-mer) sayica ve oransal olarak yogunluk gosterdigi
saptanmistir. Di-niikleotit (2-mer) tekrarlar1 sayica fazla olmalarina karsin, PCR
asamasinda 'stutter band' (golge bant) olusturma riskleri nedeniyle analizlerde zorluk
c¢ikarabilmektedir (Guichoux vd., 2011). Buna karsin hem daha stabil amplifikasyon
saglamalar1 hem de jel elektroforezinde daha net ayrim sunmalari sebebiyle (Guichoux
vd., 2011), bu caligmada primer tasarimi i¢in tri-nlikleotit (3-mer) motiflere
odaklanilmistir.

Programa girdi olarak saglanan 71057 sekans verisinden 1713 SSR lokusu tespit
edilmistir. Tespit edilen lokuslarin 1489 adedi i¢in uygun primer tasarlanirken, 224 lokus
icin primer tasarimi gerceklesmemistir. Analizler sonucunda 1313 benzersiz (unique)

markor saptanmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. 3-mer tarama araliginda tespit edilen SSR’larin istatistikleri

Tespit edilen SSR’larn istatistikleri

Veri olarak girilen toplam sekans sayis1 71057
Tespit edilen toplam SSR lokusu 1713
Primer tasarlanan toplam SSR lokusu 1489
Primer tasarlanmayan toplam SSR lokusu 224
Benzersiz markor sayisi 1313

Cizelge 4.10 incelendiginde analiz sonuglarina gore, en fazla tekrar eden motifin
154 SSR ile ‘TGA’ motifi oldugu saptanmistir. Bunu sirasiyla ‘GAT’ ve ‘CAG’ motifleri
izlemektedir. Yapilan analizler sonucunda, 2-6 mer genel tarama aralifinda elde edilen
tri-nlikleotit sayilart ile sadece 3-mer motiflerine odaklanilan tarama sonuglarinin
paralellik gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.10). 3-mer tarama araliginda
en ¢ok tekrar eden motif gruplarmin ise sirasiyla ‘TGA/TCA’, ‘GAT/ATC’ ve
‘TTC/GAA’ gruplart oldugu saptanmistir (Cizelge 4.11). Analiz sonucu elde edilen SSR

markorlerinin bazilarina ait primerler ve tiriin boyutu Cizelge 4.12°de yer almaktadir.

Cizelge 4.10. En c¢ok tekrar eden 3-mer SSR motifleri

SSR Motifi Toplam sayisi
TGA 154
GAT 116
CAG 87
GAA 74

AAG 71
ATG 67
TTC 64
GCA 56
AGA 53
CCA 47

Cizelge 4.11. 3-mer tarama araliginda en ¢ok tekrar eden motif gruplari

Motif Grubu Toplam sayisi Motif Grubu Toplam sayisi
TGA/TCA 190 CAT/ATG 84
GAT/ATC 144 GGA/TCC 65
TTC/GAA 138 AGC/GCT 63
CAG/CTG 113 GAG/CTC 52
TCT/AGA 90 AGG/CCT 42
CAC/GTG 89 TTG/CAA 38
AAG/CTT 89 ACA/TGT 33
GCA/TGC 87 GTT/AAC 31
CCA/TGG 86 CGG/CCG 27
GGT/ACC 86 AAT/ATT 23
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Cizelge 4.12. Analiz sonucu tespit edilen SSR markoérlerinin primerleri ve iiriin boyutu

Marker Primer Forward Primer Reverse Uriin
Boyutu
>Ag SSR110 GGTGTTGCATACGTCTGGTG CAGGCCGAATTAGGAAATCA 185
>Ag SSR118 AGGAGGAACACTACGCGAGA TTCTGCTGCCTTGACACAAC 181
>Ag SSR157 TTGTGGCTCTTCGTCATCAG CACCGATGCAGGTGTAATTG 239
>Ag SSR160 TCACAGTCCACTTTGCAAGC ACCTGCTCACCTGCAGTCTT 201
>Ag SSR168 GCTTGACGATCGCAGTTACA CTGCCGCACTATTGTCTTCA 245
>Ag SSR178 GAGGAGCTGCGGTGTTAAAG AGCATGTCGATGCACTTGAG 227
>Ag SSR182 ACCTTTGGCTCCTCAACCTT AAGCTGGTGGTGGAGATTTG 212
>Ag SSR195 AAAGGCGTCAACTCCTGCTA ACTACAACGTGGGCTCCATC 228
>Ag SSR322 TAGAAGGTGAGGGTGCTGCT AGTGACCGCTAATTGGGTTG 212
>Ag SSR342 CGGAGATCAGAGAGCCAAAC ACTGACCATTGGCTGTTTCC 264
>Ag SSR410 TATGATCCTCAACCGCAACA TGGTTCCTTTCGACATCTCC 164
>Ag SSR424 CATCTCTGCAGCCCCATATT TATCCATCTCCCAGCTGTCC 274
>Ag SSR455 GCTGCAGGAGGTTAGTGGTC CTCTTCCAGCTGCGTTCTCT 205
>Ag SSR472 GTGGGTGAAAGAGAGCAAGC AATCACCCCGACAATATCCA 223
>Ag SSR473 AATCCAAGGCGATGATGAAG ATTGATTGCCGAGAAAATCG 203
>Ag SSR476 AGGTTGGATTGAGTCGGTTG TCCTCCCTAACCCCATATCC 210
>Ag SSR508 CAACAACCCCAGCAAGAAAT GGTGATCATACGGAGCCTGT 187
>Ag SSR524 ACTCACCGGACATTTCTTCG GTCGGTTTGATCTTCGTCGT 227
>Ag SSR543 AATTGGTTTGAGCCGTTGAC ACCTCCACCTCCTTCACCTT 218
>Ag SSR599 CCGGACATCAGAGTTCCAAT ATACGCGAAGCTCGTTTGTT 159
>Ag SSR617 GATCACTCCTCTCCGATCCA CGTGAGCGTATGACCACATC 198
>Ag SSR721 GGCTTTCACTGCACCTCAA CTCGCTTGTTCAGTCATGGA 273
>Ag SSR758 GATTCGGATGAGGATGAGGA  CATTAAACGCATTGCACCAC 169
>Ag SSR768 ATGCATGCTACAAGGGGAAC AGTAGGTGGGCGAAAAGGAT 210
>Ag SSR785 TGTTGTCGGAGGAGTGAGTG CGGCTAAATCACGAGACACA 206
>Ag SSR808 TCAAGAAGCAGCAGAAGCAA TCGACGACGAAAGAGTGATG 154
>Ag SSR817 GCTCCTCAAGGTTTCCCTTT AACTGACATGCTGTCGATGG 279
>Ag SSR853 AAGAGGTCCAAAGCAAAGCA CTCCAAGTTAAGCCGCAAAG 275
>Ag SSR922 CAACCACAGAAAGCGATTCA TTTTAGCACCTTCCGCTGAT 244
>Ag SSR965 TTTAGATGGGGAGCAACACC CCGGAGTATTTTCAGGACCA 157
>Ag SSR969 GACGACGGCATTTTATACGAA GAGTGGCTCAACAGGAGGAG 252
>Ag SSR975 GCAGGTTCCACAGAAATGGT AACAAGAATGGGTGGTCTGC 179
>Ag SSR992 GAAACCCTAGTCCGGTCCTC ATGAAAGGCAACCAATCAGG 251
>Ag SSR1002 GAGAGCATGGTGGCGTAAAT AGCCAATTGCTAGAGCCAGA 243
>Ag SSR1018 TTTCGCGGTGGAAAAGATAG CTCCCCTTCTGACAACCTCA 189
>Ag SSR1021 GAATTGCTTGCCCTCTTCTG GATGGGACCAGCTTGTGAAT 269
>Ag SSR1040 ACGCTTCGATCATACGGTTC CACACACACTCCTGCTGCTT 279
>Ag SSR1059 CCGCCCACTAAGAAATCAAA GACCTCACCGGAATGAGAAA 231
>Ag SSR1084 GTGGTGCTAATGGTGGCTTT CCATCATGCCGATCATCTC 169
>Ag SSR1147 CACCTGTCTCCAAGTCAGCA TATCCTGCACACAGCTTTCG 267
>Ag SSR1176 AGCCAAATTTCATCCCACAG TGGCCGTTATTGGAACTAGG 175
>Ag SSR1187 TAATGTCCGCCCCAAGTAAG AGTGGAGGGGTAGGCAATCT 274
>Ag SSR1245 AACCCATGATCGAAGAGGTG TGGGGCTTTGGACAAGTATC 226
>Ag SSR1276 AACCCCACCTCTTCTCCTGT GTCATCAGCAGAGCAACCAA 201
>Ag SSR1283 CCTGATTCTCGCTACGCTTC AGCTGAATCCTTGCTCCAGA 233
>Ag SSR1293 GGGGAAATCAAGCAAGAACA CACTAGCTGCAACCCTCACA 163
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Yiiriitiilen ¢alismada, soguk stresine maruz kalan dereotu (Anethum graveolens)
bitkisinde ekspresyon seviyeleri degisen genler transkriptomik analiz araciligryla tespit
edilmistir. Deseq2 programi aracilifiyla tespit edilen DEG’lerde log2FC degeri 2’nin
iistiinde ve -2’nin altinda olan genler belirlenmis ve bu genler iizerine yogunlasilmistir.
Secilen genlerin potansiyel biyolojik rollerinin tespit edilmesi amaciyla yapilan literatiir
taramasi sonucunda ¢ogunun farkli bitki ve abiyotik stres kosullarinda benzer yanitlar
verdigi anlagilmistir. Dahasi DEG analizleri sonucunda stres yaniti, savunma
mekanizmalart ve transkripsiyonel diizenleme ile iliskili genlerin aktif hale geldigi;
fotosentez, klorofil baglama ve hiicre dongiisii ile iliskili genlerin ise baskilandigi
belirlenmistir.

Tespit edilen genlerin BLAST, GO ve KEGG analizleri gerceklestirilerek
fonksiyonel anotasyonu yapilmistir. Homoloji tabanli ¢alisgan BLAST programi
araciligiyla 254 benzersiz (unique) protein tanimlanmis ve anlamlandirilmistir. Gen
ontolojisi (GO) analizleri, soguk stresinin biyolojik siire¢ler, molekiiler fonksiyonlar ve
hiicresel aktivitelerde dnemli degisimlere neden oldugunu gostermistir. KEGG analizleri
ise soguk stresinin metabolik siirecler, sinyal iletim mekanizmalari ve hiicresel
diizenleme ile iligkili yolaklar1 etkiledigini ortaya ¢ikarmistir. BLAST, GO ve KEGG
analizlerinden elde edilen bulgular, soguk stresinin dereotu bitkisinde cok yonlii
molekiiler degisimlere neden oldugunu gostermektedir. Elde edilen sonuclarin, soguk
stresine kars1 gelisen molekiiler yanit mekanizmalarinin anlagilmasina katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

GMATA programi kullamilarak gerceklestirilen SSR analizi sonucunda
trintikleotit motifler {izerinden yapilan taramada toplam 1313 benzersiz (unique) SSR
belirlenmistir. Tespit edilen SSR lokuslarinin biiyiikk ¢ogunlugu i¢in uygun primer
tasarim1  gergeklestirilmistir. Elde edilen SSR markdrlerinin  gelecekte yapilacak
molekiiler markor gelistirme ve genetik ¢alismalar i¢in 6nemli bir kaynak olusturacagi

diistiniilmektedir.
5.2. Oneriler

Bu caligma kapsaminda elde edilen RNA-seq verilerinin, dereotunda soguk

stresine karsi gelisen molekiiler yanitlarin anlagilmasma onemli katkilar sagladigi
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diisiiniilmektedir. Ancak bitkilerin stres yaniti oldukca karmasik ve ¢ok katmanli bir siireg
oldugundan, elde edilen bulgularin farkli yaklagimlarla (proteomik, metabolomik, qRT-
PCR, fizyolojik ve biyokimyasal) desteklenmesi gerekmektedir. Gelecek ¢alismalarda,
dereotunun farkli gelisim evrelerinde ve farkli stres kosullar1 (kuraklik, tuzluluk, 1s1 stresi
vb.) altinda da analiz edilmesi, stres yanit mekanizmalarinin daha net anlagilmasina katki
saglayabilir.

Bu calismada belirlenen diferansiyel olarak ifade edilen genlerin bir kisminin
farkl1 bitki tlirlerinde daha 6nce raporlanmis olmasi, bu genlerin dereotu 6zelinde stres
yanitindaki rollerinin tiir-spesifik olarak degerlendirilmesini énemli hale getirmektedir.
Bu kapsamda, 6zellikle soguk stresine yanitla iliskili aday genlerin deneysel yontemlerle
dogrulanmasi ve fonksiyonel rollerinin detaylandirilmasi 6nerilmektedir. Boylece elde
edilen bulgularin biyolojik anlam1 gii¢lendirilebilir.

Bunun yaninda, transkriptom verileri iizerinden elde edilen SSR bolgeleri
kullanilarak gelistirilen molekiiler markdrlerin, farkli dereotu genotipleri ve
poplilasyonlarinda test edilmesi Onerilmektedir. Bu markdrlerin genetik cesitliligin
belirlenmesi, popiilasyon yapisinin ortaya konulmasi ve stres toleransi yiiksek bireylerin
secilmesi gibi 1slah ¢aligmalarinda kullanilabilecek 6nemli araglar oldugu
distiniilmektedir.

Son olarak, RNA-seq tabanli bu tiir ¢calismalarin farkli dereotu gesitlerinde ve
farkli ¢evresel kosullarda genisletilmesi, hem tiir i¢i genetik varyasyonun ortaya
konulmasina hem de iklim degisikliginin tarimsal iiretim iizerindeki etkilerinin daha 1yi

anlasilmasina katki saglayacaktir.
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