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OZET

DOKTORA TEZi

KURAKLIK STRESI UYGULANMIS MERCIMEK (Lens culinaris Medik.)
BITKiSINiN RNA DiZiLEME YONTEMI ile TRANSKRIPSiYONEL
ANALIZI

Hande MORGIL

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Giil CEVAHIR OZ
II. Damisman : Prof. Dr. I. Halil KAVAKLI

Kuraklik stresi, mercimek de dahil olmak iizere, tarimi yapilan bitkilerin biliylimesini ve
verimliligini etkileyen ana ¢evresel faktorlerden biridir. Bu tez calismasi kisa ve uzun siireli
kuraklik kosullarinda yetistirilen mercimek fidelerinin kok ve yapraklarinda genom boyunca
meydana gelen transkripsiyonel diizenlemeler hakkinda bilgi edinmek amaci ile Lens culinaris
Medik. cv. Sultan gesidi kullanilarak yapilmistir. Biyokimyasal ve fizyolojik parametreler
Olciilerek mercimek i¢in kuraklik stres kosullar1 olusturduktan sonra, 6rnekler de novo RNA
sekanslama bazli transkriptom analizine tabi tutulmustur. Bu transkriptler iizerinde farkli
eksprese edilen gen (DEG) analizi, kuraklik stres siiresinin, mercimek kokiindeki
transkripsiyonel diizenleme iizerinde daha biiyiik bir etkisi oldugunu gostermistir. Kisa siireli
kuraklik stresi altinda DEG'lerin sayist 2.915 iken, kokteki uzun siireli kuraklik stresi altinda
bu sayis1 18.327'ye yiikselmistir. Ayrica, gen ontolojisi analizi; protein fosforilasyonu, sinyal
iletimi, transkripsiyonun diizenlenmesi, DNA replikasyonu ve kok meristem kimliginin

korunmasi gibi biyolojik islemlerin uzun siireli kuraklik stresine cevap olarak farkli sekilde

Xiv



diizenlendigini ortaya ¢ikarmistir. EK olarak, sirkadiyen ritim ve fotorespirasyonda rol oynayan
DEG'lerin varligi, bitki biiylimesini ve hayatta kalmasini diizenleyen i¢ osilatorler iizerinde
kuraklik stresinin olumsuz bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, bu ¢alisma,
kisa ve uzun siireli kuraklik kosullarinda mercimek  bitkisinin kok ve yapraklarinda
karsilagtirilabilir nitelikte olan ayrintili bir transkriptom yanitinin varligini ortaya ¢ikarmistir.
Bulgularimiz, kuraklik stresi karsisinda yapraklardaki genlerin diizenlenmesine ek olarak, ayn1
zamanda koklerde diizenlenen genlerin de 6nemli oldugunu ve mercimek kuraklik toleransinin

tyilestirilmesi i¢in géz 6niinde bulundurulmasi gerektigini diisiindiirmektedir.
Haziran 2019, 145 sayfa.

Anahtar kelimeler: Lens culinaris, Kuraklik stresi, Kok, Yaprak, De novo RNA sekanslama
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Drought stress is one of the main environmental factors affecting the growth and productivity
of the cultivated crops. In this thesis, we aimed to obtain information about genome wide
transcriptional regulation of Lens culinaris Medik. cv. Sultan roots and leaves in short and long
term drought conditions. After drought stress conditions for lentil were generated by measuring
biochemical and physiological parameters, samples were subjected to de novo RNA
sequencing-based transcriptome analysis. Analysis of differentially expressed genes (DEGS) on
these transcripts has shown that the duration of drought stress has a greater effect on the
transcriptional regulation at the lentil root. While the number of DEGs under short-term drought
stress was 2.915, in the long-term drought stress of the root, the number of DEGs increased to
18.327. Furthermore, the Gene Ontology analysis revealed that biological processes such as

protein phosphorylation, signal transduction, transcription regulation, DNA replication, and
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preservation of root meristem identity were arranged differently in response to long-term
drought stress. In addition, DEGs that play a role in circadian rhythm and photoreceptions show
that drought stress has a negative impact on internal oscillators that may have detrimental
consequences on plant growth and survival. In conclusion, this study revealed a detailed
comparative transcriptome response in the roots and leaves of lentil plants in short and long-
term drought conditions. Our findings suggest that not only the regulation of the genes in the
leaves is important, but also the genes regulated in the roots are important in terms of drought

stress and it should be considered for the improvement of lentil plant against drought tolerance.
June 2019, 145 pages.
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1. GIRIS

Kuraklik stresinin gesitli bitkiler lizerindeki etkilerini anlamak adina fizyolojik, molekiiler ve
biyokimyasal diizeylerde ¢esitli calismalar yapilmistir. Fizyolojik ve biyokimyasal seviyelerde
kuraklik stresi, yaygin kullanilan tahil {iriinlerinde genis kapsamli olarak ¢aligilmistir (Lamaoui
ve dig., 2018). Bitkiler, su kaybini en aza indirmek ve su miktarini en iist diizeyde tutmak igin
gelismis kok yapisi, azalan yaprak alani, stoma sayisi ve iletkenligi, artan yaprak kalinlig1 gibi
cesitli morfolojik degisiklikler sergilerler (Sicher ve dig., 2012). Kuraklik kosullari devam
ettikce, bitki dehidratasyon etkisini en aza indirgemek i¢in hava ile temasin1 kisitlayacak sekilde
kitikil dretir (Lee ve Suh, 2013). Bitkiler, suyun etkisini en aza indirmek ve hiicrenin gesitli
bilesenlerini korumak igin prolin ve glisin betain gibi osmolitler iireterek biyokimyasal diizeyde

kurakliga direng gostermektedirler (Lamaoui ve dig., 2018).

Mikroarray veya RNA-sek gibi genomik yaklagimlar, molekiiler diizeyde cesitli bitkilerde
bahsedilen tiim fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklerin genom ¢apinda diizenlenmesini
anlamak i¢in kullanilmaktadir. Arastirmacilar, bitkilerin uygun cevabi iiretmesini belirlemek
i¢in farkl transkripsiyon faktorleri arasindaki karmasik etkilesim agini ortaya ¢ikarmistir. Buna
ek olarak genomik caligmalar, ayni bitki tiirlerinin farkli kiltiirleri arasinda, bir genin
transkripsiyonel seviyesini farkli kosullar altinda degistirebilme kapasitesi olarak tanimlanan
transkripsiyonel plastisitenin 6nemini vurgulayarak, daha fazla genom diizeyinde arastirmanin

gerekliligini belirtmektedirler (Kulkarni ve dig., 2017).

Mercimek (Lens culinaris Medik.), kuraklik stresinden etkilenen ve %6-54 verim kaybina
ugrayan baklagil bitkilerinden biridir (Johansen ve dig., 1994; Oweis ve dig., 2004; Stoddard
ve dig., 2006; Sehgal ve dig., 2017). Mercimek hatlarinin farkli genotiplerinin yetistirilmesi ile
kurakliga toleransli cesitlere ulasmak i¢in belirli yetistirme programlar1 baslatilmistir. (Singh
ve dig., 2016). Son zamanlarda, etkilenen biyolojik siireci tanimlamak i¢in kurakliga duyarli ve
direngli mercimek hatlarinin yaprak dokulari iizerinde genom c¢apinda bir calisma
gerceklestirilmistir (Singh ve dig., 2017). Su anda mercimek bitkisinin, kisa ve uzun vadeli
kuraklik stresi kosullar1 altinda farkli dokularinda transkripsiyonel diizenlemenin nasil

etkilendigi ve kisa ve uzun siireli kuraklik kosullarinda genotipe bagli olarak transkripsiyonel



plastisitenin nasil olustugu hala bilinmemektedir. Bu nedenle, bu calismada kurakliga duyarh
mercimek (Lens culinaris Medik. cv. Sultan) ¢esidinin kok, govde ve yaprak dokularinda

transkripsiyonel yanit1 ve plastisiteyi anlamak i¢in genom capinda bir ¢aligma yapilmistir.

Baslangigta mercimek (Lens culinaris Medik. cv. Sultan)'in kuraklik stresi kosullar1 nispi su
igerigi, toplam klorofil i¢erigi, malondialdehit ve prolin igerigi gibi biyokimyasal parametreler
oOlgiilerek belirlenmistir. Daha sonra, RNA-sek okumalari i¢in bitkinin referans genomunun tam
olarak mevcut olmamasindan dolayr kok, govde ve yaprak dokularindan farkli zaman
noktalarinda toplanan 6rneklerden de novo transkriptom analizi yapilmistir. Farkli dokularda,
genom genelinde kuraklik stresinin etkisini anlamak i¢in farkli olarak ifade edilen gen (DEG)
analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar, uzun vadeli kuraklik stresi altindaki yapraklara kiyasla
kok dokularinda belirgin sekilde transkripsiyonel degisikliklerin meydana geldigini

gostermistir.

Bu tez ¢aligmasinda oncelikle mercimek tohumlarinin farkli PEG 6000 konsantrasyonlarina
kars1 hayatta kalabilme kabiliyetleri gozlemlenmis ve buna gore optimum kuraklik
konsantrasyonu belirlenmistir (%15 PEG 6000). Optimum konsantrasyonun belirlenmesinden
sonra iklim odasinda kontrollii kosullar altinda ¢imlendirilen 7 giinliik mercimek bitkileri, 7.
giiniin sonunda %15 PEG 6000 iceren su kiiltiiriine alinarak kuraklik stresi uygulanmasi
yapilmistir. Stres uygulanmasini takiben 1. ve 4. giinde bitkiler kok, gdvde ve yaprak
kisimlarindan hasat edilerek RNA izolasyonu yapilmis ve RNA-sek analizleri i¢in kiitliphane
hazirligr yapilarak dizilenmistir. Dizilemeyi takiben de novo birlestirme ve transkriptom
analizleri gergeklestirilmis, son olarak kuraklik stresi kosullarinda istatistiksel agidan anlamli
diizeyde ifade edilen transkriptlerin validasyonu gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR) ile belirlenmistir. Bu tez ¢alismasi ile kuraklik stresine karsi olusan tepki
mekanizmalar1 ayrintili sekilde ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica bulgularimiz, farkli dokularda kisa
ve uzun sireli kuraklik stresinde mercimek bitkisinin olusturdugu tepki mekanizmasinin
anlasilmasina katki saglayarak, kuraklik stresi altindaki bitkilerin verimini attirmak i¢in

kullanilabilecegini gdstermistir.

Bu amagla tezin “Genel Kisimlar” boliimii mercimek bitkisinin 6nemi, abiyotik stres faktorii

olarak kurakligin bitkiler tizerindeki fizyolojik ve biyokimyasal etkileri, transkriptom kavrami



ve kuraklik stresine karsi transkriptomik yaklagimlarin 6nemi ile ilgili literatiir incelemesi
sonucu elde edilen bilgileri kapsamaktadir. “Malzeme ve Yontem” kisminda arastirmada
kullanilan mercimek bitkisinin yetistirilmesi, kuraklik stresinin uygulanmasi, RNA izolasyonu
sonrast RNA-sek analizi igin kiitliphane hazirlanmasi ve son olarak elde edilen verilerin
biyoinformatik programlar vasitasiyla yorumlanmasi ile ilgili metodlar detayli bir sekilde
anlatilmistir. Tez kapsaminda elde edilen veriler “Bulgular” boliimiinde tablo ve sekillerde
Ozetlenmistir. “Tartisma ve Sonu¢” boliimiinde ise deney sonuglar1 diger arastiricilarin verileri

ile karsilagtirilip yorumlanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. LENS CULINARIS MEDIK. BIiTKiSi

Mercimek (Lens culinaris Medik.), (Sekil 2.1) kendine tozlasma gosteren tek yillik otsu diploid
(2n = 14) ve hipogeik ¢imlenme gosteren bir baklagil bitkisidir (Barulina, 1930). Mercimek
tohumlar1 yuvarlak, kii¢iik ve disk sekilde olabilir. Mercimek tiiriiniin adi bilim adami
Medikus’un 1787'de yayimnlamasi sonrasinda Lens culinaris Medik. olarak adlandirilmaya

baslanmistir.

Sekil 2.1: Lens culinaris bitkisi illiistrasyonu?

Mercimek, eski bir baklagil tiiriidiir. En eski mercimek kaltilari (M.O. 11.000 tarihli)
Yunanistan'da bir magarada kdmiirlesmis halde bulunmus ve Suriye'de M.O. 8500-7500
yillarina kadar uzanmaktadir (Van Zeist, 1971; Zohary, 1972; Hansen ve dig., 1978). Mercimek

yakin Dogu ve Orta Asya'ya 6zgiidiir. Kiiltiire edilmis Lens culinaris orientalis'in alt tiirlerinin
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atalar1 Tiirkiye, Suriye, Liibnan, Israil, Irak ve Ozbekistan'da bulunmustur. Arkeolojik
caligmalar, Orta Avrupa, Giiney Asya ve Amerika'ya ekili mercimeklerin yayilmasini saglayan
mengeii’nin Tiirkiye, Suriye ve Irak'in oldugunu ortaya koymaktadir (Ladizinsky, 1979;

Zohary, 1972).

Mercimek; protein, karbonhidrat ve kalori miktar1 bakimindan olduk¢a zengindir ve ayrica
kolesterol igermez (Igbal ve dig., 2006; Muehlbauer, 1985). Bu nedenle, insan diyetinin 6nemli
bir bilesenidir. Ayrica ¢oziiniir ve ¢ozlinmez lif bakimindan, tiamin, riboflavin, C Vitamini, B6
vitamini, niasin, pantotenik asit, folik asit gibi vitaminler ve potasyum, kalsiyum, magnezyum,
sodyum ve fosfor gibi mineraller acisindan da zengindir. Dahasi, insanlar bu gibi 6zellikleri
bakimindan zengin gidalar1 ucuz olmalarindan dolay1 kolayca temin edebilirler. Bu nedenle,
ozellikle Hindistan ve Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde tiiketimi olduke¢a yiiksektir
(Yadav ve dig., 2007). Mercimek tohumunun farkli anatomik pargalarinin enerjisi 100 gr kuru
agirlik icin 1480 ile 2010 kJ arasinda degismektedir (Yadav ve dig., 2007). Ayrica insan sagligi
lizerine etkileri agisindan icerdigi magnezyum miktar1 agisindan, magnezyumun kan akist
uygun bigimde diizenlenmesi, oksijen ve besin maddesi tasinmasini sagladigi diistiniildiigiinde,
mercimek gilinlik magnezyum ihtyacin1 karsilayabilir (Viadel ve dig., 2006) ve kolesterol
icermeyen, lifli yapisindan dolayr mercimek tiiketimi kalp hastaliklarindan korunma
saglayabilmektedir. Buna ek olarak, lif tiiketimi sindirimi kolaylastirir ve kolon sagligina
katkida bulunur, bu nedenle kolon kanseri riski bir dl¢lide 6nlenebilir. Ayrica diisiik glisemik
indeksi sayesinde (< 55), Tip Il Diyabet'e karst savunmada rol alabilmektedir. (Anon, 2006;
Araya ve dig., 2002; Flight ve dig., 2006).

Mercimek (Lens culinaris Medik.), nohut (Cicer arietinum L.) ve bezelyenin (Pisum sativum
L.) ardindan diinyanin en 6nemli ii¢iincii tiiketilen baklagildir (FAO, 2015). Baklagiller, tarim
sistemlerinde dnemli birer bilesen olup, {iriin rotasyonu yoluyla ¢evresel ve ekolojik faydalar
saglar, ozellikle de biyolojik N2 fiksasyonu yoluyla toprak verimliligi ve rizosfer ¢esitliligine
katkida bulunur. Kiiresel yillik mercimek tiretimi, 2013 yilinda yaklasik 4,3 milyon hektar
seviyesinden yaklasik 5 milyon ton olmustur. Kanada, diinya tiretiminin %38'ini gergeklestiren
en biiyiik Ureticidir. Bunu Hindistan, Tiirkiye ve Avustralya takip etmistir (FAO, 2015).
Mercimek, yakin dogu menseli, ilk evcillestirilmis tahil baklagillerinden biridir (Zohary, 1999).
Mercimek daha sonra Orta Asya'ya ve Akdeniz Havzasi’na yayilmistir (Cubero, 1981; Lev-
Yadun ve dig., 2000), akabinde 1930'larda ilk kez Kuzey Amerika'da, ve 1960'larin sonlarinda



Kuzeybati Amerika ¢ayirlarinda yetistirilmeye baslanan nispeten yeni bir tiriindiir (Muehlbauer
ve dig., 1995). Bugiin diinya ¢apinda mercimek, Akdeniz, alt tropikal savan ve kuzey 1liman
olarak bilinen ii¢ ana farkli tarimsal ekolojik bolgede yetistirilmektedir. Bu bolgelerin her biri
farkli giin uzunluklar1 ve ortalama sicakliklar sergiler, bu da tarimsal ekolojik adaptasyon

bolgeleri arasindaki germplasm degisimini sinirlamaktadir (Tullu ve dig., 2011).

Ozetle Mercimek (Lens culinaris Medik.) yaklasik 4 Gbp (Arumuraganathan ve dig., 1991)
genom biiyiikliigiinde, kendi kendine tozlagsma 6zelligi gosteren, insan ve hayvan beslenmesi
icin yiiksek protein, karbonhidratlar, lif ve mineraller saglayan énemli bir baklagildir. Orta
derecede kurakliga toleransh bir bitkidir, ancak verim, artan kuraklik stresi ile dnemli 6l¢iide

azalir (Singh ve dig., 2017).
2.2. ABIYOTIK STRES FAKTORU OLARAK KURAKLIK

Bitkiler farkli ¢cevresel faktorlerin etkisi altinda yasamlarini stirdiirmeye calisirlar. Bu ¢evresel
faktorler iklim ve toprak faktorleri, dogal olmayan kirleticiler, hayvanlar ve diger bitkiler ile
rekabet seklinde siralanabilir. Ekonomik anlamda 1yi {iriin elde edebilmek icin; yetistirilen bitki
tiirliniin veya ¢esidinin kendine has optimum c¢evre isteklerinin karsilanmasi gerekir. Bu
optimum isteklerde meydana gelen her tiirlii artis veya azalis bitki igin stres meydana getirir
(Kumar ve dig., 2013).

Bitkilerin biiylime ve gelisimlerini en ¢ok etkileyen abiyotik stres kosullarindan birisi
kurakliktir (Farooq ve dig., 2009). Stres, dengeyi bozmaya egilimli faktorlerin neden oldugu
degismis bir fizyolojik gerilimdir. Gerilim ise bir stres tarafindan tiretilen herhangi bir fiziksel

ve kimyasal degisimdir (Gaspar ve dig., 2002).

Bitkilerde normal bir metabolizma, periyodik olarak dalgalanan, giinliik ve mevsimsel dongiiler
i¢cin tahmin edilebilir olan ¢evresel degisikliklere yanitin baslatilmasina izin verir. Boylece bir
faktoriin optimumdan sapmasi her zaman stresle sonuglanmaz. Stres, diizenli metabolik
faaliyetlerde kisitlamalara veya ¢ok tahmin edilemeyen dalgalanmalara, yaralanmaya, hastalik
veya anormal fizyolojiye neden olur. Bitkiler dogada, kuraklik, diisiik sicaklik, tuz, sel, 1si,
oksidatif stres ve agir metal toksisitesi gibi pek ¢ok strese maruz kalmaktadir (Nakayama ve

dig., 2007).



Kuraklik, meteorolojik bir terimdir ve genellikle 6nemli Ol¢lide yagissiz bir donem olarak
tanimlanir. Genellikle kuraklik stresi, topraktaki mevcut su azaldiginda ve atmosferik kosullar,
terleme veya buharlasma yoluyla siirekli su kaybina neden oldugunda ortaya ¢ikar. Kuraklik
stres tolerans1t hemen hemen tiim bitkilerde gortiliir, ancak cevaplar bitki tiirlinden tiiriine hatta
tiir i¢inde bireyler arasinda degisiklik gosterir. Su eksikligi, tarimsal {iritinlerin
stirdiiriilebilirligini ve siirdiiriilebilir gida tiretimini i¢in 6nemli bir kiiresel sorundur (Jaleel ve
dig., 2007). Abiyotik streslere tolerans, stres faktorleri ile bitki biiyiimesini ve gelisimini
etkileyen ¢esitli molekiiler, biyokimyasal ve fizyolojik fenomenler arasindaki etkilesimlere
bagli olarak degisen karmasik bir durumdur (Razmjoo ve dig., 2008). Kuraklik stresi altinda
yiiksek verim potansiyeli, mahsul yetistiriciliginin hedeflerindendir (Blum, 1996). Kuraklik
stresi, orta derecede su kaybi olarak kabul edilir, bu da stoma kapatilmasina ve gaz degisiminin
sinirlanmasma yol agar. Kuruma, metabolizmanin ve hiicre yapisinin biiyiikk o6l¢iide
bozulmasina ve sonucta enzim katalizli reaksiyonlarin durmasina yol agabilecek ¢ok daha
biiyiikk bir su kaybidir (Smirnoff, 1993). Kuraklik stresi, su igeriginin azalmasi, yaprak su
potansiyelinin azalmasi ve turgor kaybi, stomalarin kapanmasi ve hiicre biiyiimesinde azalma
ile karakterizedir (Jaleel ve dig., 2007). Siddetli su stresi fotosentezin durdurulmasi,

metabolizmanin bozulmasi ve nihayet bitkinin 6liimii ile sonuglanabilir (Jaleel ve dig., 2008).

Kuraklik stresi ¢ok boyutlu bir strestir ve bitkilerde fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler 6zelliklerde degisikliklere neden olur. Pek ¢ok bitki, kuraklik stresini tolere etmek
i¢cin diren¢ mekanizmalarini gelistirmistir, ancak bu mekanizmalar cesitlidir ve bitki tiirlerine

ozgidir (Lisar ve dig., 2016).

Su, agaglarin taze agirhiginin %50’sini, diger bitkilerin ise %89-90’1n1 olusturmaktadir (Anjum
ve dig., 2011). Su sikintisinin olusma doneminde bitkinin gelisimi, kuraklik stresinin bitki
biiylime ve gelisimine olan etkisine baghdir. Bitkide verimi belirleyen ¢ok sayida fizyolojik
karakter de kuraklik kosullarindan etkilenmektedir. Bitkilerin su sikintisina hassasiyeti en fazla
generatif donemdedir. Yapilan arastirmalar, tohum olusumunun bagladig1 gelisim evresinde
gerceklesen siddetli kuraklik kosullarinin %95’lere varan oranda verim kaybina yol actigin
ortaya koymaktadir. Kuraklik; stresin siddetine, siiresine, diger stres tiirleri ile etkilesimlerine,
strese maruz kalan bitkinin genotipine ve gelisim evresine bagli olarak bitkilerde sinirli gevresel
kosullara adapte olmay1 saglayacak birgok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabi

indiiklemektedir (Vijayan, 2009).



Cevresel stres faktorlerinden biri olan kurakliga dayaniklilik bakimindan bitkiler arasinda ¢ok
genis bir varyasyon mevcuttur. Diinyanin biiyiik bir kismi1 kurak iklim kosullar1 altindayken,
kiiltiirli yapilan tiim bitkiler icin yetistirme kosullar1 da dikkate alinarak kurakliga dayaniklilik

konusunda gerekli ¢alismalarin yapilmasi kaginilmaz olmustur (Kumar 2013).

2.3. BITKILERIN KURAKLIK STRESINE KARSI OLUSTURDUKLARI
CEVAPLAR

Dogada bitkiler siirekli olarak ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere maruz kalmaktadir. Bu
stresler arasinda kuraklik stresi, bitki biiylimesi ve verimliligini olumsuz yonde etkileyen
faktorlerden biridir ve degisen iklim kosullarinda siirdiiriilebilir mahsul {iretimi i¢in ciddi bir
tehdit olarak goriilmektedir. Kuraklik, hiicresel metabolizmadan biiylime oranlarina ve {iriin
verimindeki degisikliklere kadar cok cesitli bitki yanitlarimi tetikler. Kurakliga karsi
biyokimyasal ve molekiiler tepkilerin belirlenmesi, smirli su kosullarinda bitki direng
mekanizmalarmin biitiinsel bir sekilde algilanmasi i¢in gereklidir (Sekil 2.2). Kuraklik stresine
kars1 olusan cevaplar morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yolaklar vasitasiyla ger¢eklesebilir

(Anjum ve dig., 2011).



'IZurakl;k

Sekil 2.2: Kurakligin bitkiler {izerine etkilerini 6zetleyen sema.

Cevresel streslere bagli olarak bitkilerde, morfolojik cevaplar, degismis gen ifadesi, hiicresel
metabolizmada biiyiime ve tiretkenlikteki degisimlere kadar ¢ok ¢esitli tepkileri tetiklenir. Gida
kaynaklarimin niifus artisina ayak uydurmasini saglamak ve tarimsal uygulamalarin gelismesi
icin Uiriin biiyiimesi ve gelismesi ile ilgili siireclerin tam olarak anlasilmasi gerekmektedir.
Farkli cevresel stres kosullarinda bitki performansinin ve mahsuliin siirdiiriilebilirliginin
saglanmasi, bitkisel vejetatif ve iiriime donemlerinde biiylimenin diizenlenme derecesine bagli
olacaktir. Bitki biiyiimesi, bir bitkinin iki ana organinin, kok ve gévdenin, homeostatik dengeyi
saglayabilme ve sinirlandirabilme arasindaki karmasik etkilesimin bir fonksiyonudur. Kalic
veya gecici kurakligin, bitki biiylimesini ve gelisimini diger ¢evresel faktorlerden daha fazla

engelledigi bilinmektedir.

Kurakligin ilk ve en 6nemli belirtisi, ¢imlenme ve zayif bir gorlinlimiin olusmasidir (Harris ve
dig., 2002). Hiicre biiyiimesi, turgor basincindaki azalmaya baglh olarak, kurakliga en c¢ok

duyarl fizyolojik siire¢lerden biri olarak kabul edilir. Biiyiime, meristematik hiicre boliinmeleri
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sonucunda yeni hiicrelerin iiretilmesi ve geng hiicrelerin genislemesi ile yayilmasini izleyen bir
stirectir. Siddetli kuraklik altinda, damarl bitkilerde ksilemden, ¢evresinde bulunan biiyiimeyi
saglayan ve genisleme gosteren hiicrelere su akisinin kesilmesiyle biiylime engellenir (Nonami,
1998). Kuraklik bozulmus mitoza neden olur dyle ki bu durum hiicre uzamasi ve genislemesi,

biiyiime ve verimin azalmasiyla sonug¢lanir (Hussain ve dig., 2008).

Kuraklik, bitki basina diisen yaprak sayisini ve toprak su potansiyelinin azalmasiyla yaprak
yasam siiresini azaltir. Yaprak alan1 genislemesi, yaprak turgoruna, sicaklia ve biiylime i¢in
asimilasyon tedarigine baglidir. Yaprak alanindaki kurakliga bagli indirgeme, fotosentezin

azalmasi yoluyla yaprak genislemesinin baskilanmasina baghdir (Rucker ve dig., 1995).

Su stresinin bitkiler {izerindeki bir diger yaygin olumsuz etkisi, taze ve kuru biyokiitle
miktarindaki azalmadir (Zhao ve dig., 2006). Misir bitkisinde farkli sulama miktari ile yapilan,
kontrol grubunun alt1 defa sulanmasi, diger fidelerin ise sirastyla bes, dort, {ig, iki ve bir defa
sulanmasi ile ilgili bir ¢alismada, bitki boyu, govde cap1, yaprak alaninin, su stresi arttikca
belirgin sekilde azaldigi sonucuna varilmistir (Khan ve dig., 2001). Bitki boyundaki azalma,
hiicre genislemesindeki diislise ve bitkinin kuraklik stresi altinda daha fazla yaprak
yaslanmasina maruz kaldigina baglanabilir (Manivannan ve dig., 2007). Ayni c¢alismada
kuraklik, bitki boyu, yaprak alani, yaprak / bitki sayisi, kogan uzunlugu, taze ve kuru agirhik /
bitki sayis1 gibi misirin biiylimeye bagl 6zelliklerinin 6nemli 6l¢iide bozulmasina yol agmustir.
Ayrica Kamara ve dig., (2003), misir bitkisinin gesitli gelisim evrelerinde uygulanan kuraklik
stresinin, toplam biyokiitle miktarinin, kogan piiskiilii verme doneminde %36, tahil verme

doneminde %34 ve olgun donemde %21 oraninda azalttigini ortaya koymustur.

Bitkiler tiim yasam dongiisii boyunca siirekli degisen ve belirsiz olan siirecleri bir araya
getirmek, birlestirmek ve yorumlamak durumdadirlar. Tane verimi, gesitli bitki biiylime
bilesenlerinin ekspresyonu ve birlikteliginin bir sonucudur. Kuraklik, kiiltiir bitkilerinde,
mabhsul niteligini belirgin bir sekilde zayiflatir 6yle ki bu durumun muhtemelen depo ve havuz
organlarin biyiikliigiinii sinirlamakla kalmayarak, yaprak gazi degisimi 6zelliklerini bozmakla
birlikte, floem yiiklemesi, enerji maddesinin yer degistirmesini ve parcalanmasin1 da
bozdugunu gostermektedir (Farooq ve dig., 2009). Kuraklik stresi kuru madde liretimini, yaprak
genislemesi, yaprak gelisimi ve sonug olarak azaltilmis 151k kullanimi iizerindeki engelleyici
etkileri ile biiyiik Olciide engellemektedir (Nam ve dig., 1998). Kuraklikta ¢igeklenme

genellikle coraklasma ile sonuglanir. Bunun tek bir nedeni olmasa da, en 6nemli nedeni,
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gelismekte olan en uygun bagak tanesinin biiyiimesini siirdiirmek i¢in gerekli olan asimilasyon
akisinin esik seviyesinin altinda seyretmesidir (Yadav ve dig., 2004). Misir bitkileri piiskiil
verme asamasinda kuraklik stresine maruz kaldiklarinda, tahil tanesi dizilimi / kogan, ¢ekirdek
sayist / sirast, 100 tane tane agirligi, tahil tanesi / kogan, tane verimi / bitki, biyolojik verim /
hasat orani gibi verim bilesenlerinde 6nemli bir azalmaya yol agmistir (Anjum ve dig., 2011).
Bitkilerin mahsiil ve mahsiil bilesenlerinde kurakliga baglh azalma, diisiik toprak su igerigine
yanit olarak stoma kapanmasina ve bu da COz alimin1 azaltarak sonu¢ olarak fotosentez
veriminin azalmasina baghdir (Flexas ve dig., 2004). Ozetle; kuraklik bitki biiyiimesini ve
gelisimini, ¢i¢ek liretimini ve tane verimini azaltarak daha kiigiik ve daha az tane iiretimine yol
acmaktadir. Tane verimindeki azalma, asimilasyon metabolizmasinda meydana gelen
boliinmelerde diislise bagli olarak sakkaroz ve nisasta sentez enzimlerinin aktivitelerinin

yavaslamasindan dolay1 meydana gelebilir (Anjum ve dig., 2011).

Yaygin bir kok sistemi, bitki biiylimesinin erken asamalarinda bitki biiylimesini desteklemek
ve kolayca buharlagsmayla kaybolabilecek suyun sig toprak katmanlarindan alimini igin
avantajlidir. Kuraklik stresinin kok biiylimesine etkisi konusunda tartigmali kanitlar vardir.
Cezayir meneksesinde yapilan bir ¢alismada kuraklik stresi nedeniyle artan kok biiylimesi
belirlenmigtir (Jaleel ve dig., 2008). Bununla birlikte, misir bitkisinde kok biiyiimesi kuraklik
stresi altinda onemli derecede inhibe olmamistir (Sacks ve dig., 1997). Genel olarak, su
mevcudiyeti sinirli oldugunda, bitki kokiiniin gévdeye oranla hacmi artar, ¢iinkii kokler diisiik
su potansiyeli ile biiyiimenin engellemesine govdeye oranla daha az duyarhdir (Wu ve

Cosgrove, 2000).

Kuraklik stresi kosullar1 altinda kokler, ksilem vasitasiyla siirglinlere bir sinyal yolagini
indiikler ve sonugta strese uyum seviyesini belirleyen fizyolojik degisimlere neden olur. Kok-
siirgiin sinyallemesinde absisik asit (ABA), sitokininler, etilen, malat ve diger tanimlanmamis
faktorler rol oynamaktadir. Terleme vasitasiyla olusan akim ile gergeklesen kurakliga bagl
kokten yapraga sinyal iletimi, stoma kapatilmasi ile sonuglanir, bu da yaprak alanindaki sinirl
su varligina uyumu saglar. ABA, bekgi hiicrelerden K* iyonlarinin akigini arttirir, bu da stoma
kapanmasina yol acan turgor basincinin kaybina yol agar. Bitkilerde dehidratasyonun, hiicre
turgoru veya hiicre zar1 bozulmasina bagli olarak ABA seviyesinin 50 kata kadar artmasina
neden oldugu gosterilmistir (Guerrero ve Mullet, 1986). Genel olarak, ABA biiyliime ve

terlemeyi kontrol etmede baskin bir isarettir, ancak diger faktorler de Onemli olabilir.
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Sitokininler ayrica koklerden siirgiinlere giden 6nemli bir sinyal aracisi olabilir. Kokte {iretilen
sitokininler, besinsel yoksunluk tepkilerine yanitta iiretilmektedir ve temel olarak kokte
iiretiliyor olmasi kuraklik tepkilerinde de Onemli olabildiklerini diistindiirmektedir

(Schachtman ve dig., 2007).

Cevresel stresler, ornegin tilakoid elektron transportu, karbon asimilasyonun indirgenmesi,
lipitlerin peroksidatif tahribi ile su dengesinin bozulmasi (Allen ve dig., 2001) gibi fotosentezin

0zellikle temel yolaklarinin bozunmasinda dogrudan bir etkiye sahiptir.

Bitkilerin farkli ortamlara alisma kabiliyeti, dogrudan veya dolayli olarak fotosentez diizeyinde
adapte olabilme kabiliyetleri ile iliskilidir, bu da biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri ve
dolayisiyla tiim bitkinin bilylimesini ve verimini etkiler (Chandra, 2003). Kuraklik stresi, kiiltiir
bitkilerinin gaz degisim mekanizmasini ciddi bi¢imde etkiler ve bu durum, yaprak
genislemesinde azalmaya, fotosentetik yapilarda bozulmaya, erken yaprak yaslanmasina,
kloroplast lipitlerin oksidasyonuna ve pigmentlerin dolayisiyla da proteinlerin yapisindaki
degisikliklere neden olur (Menconi ve dig., 1995). Misirda kuraklik stresi, iyi sulanmig kontrol
orneklerine oranla, net fotosentezde (%34), transpirasyon hizinda (%38), stoma iletkenliginde
(%26), su kullanim verimliliginde (%51), yapisal su kullanim verimliliginde (%12) ve hiicreler
arasi difiize edilen CO2 miktarinda 6nemli bir diisiise neden olmustur (Anjum ve dig., 2011).
Ayrica pek ¢ok ¢aligmada kuraklik stresi altinda stoma veya stomatal olmayan mekanizmalara
bagli olarak azalan fotosentetik aktivite belirlenmistir (Ahmadi, 1998; Blanco ve dig., 2000;
Samarah ve dig., 2009). Stoma, su kaybinin ve CO2 emiliminin baslangi¢ noktasidir ve
stomalarin kapatilmasi, azalan fotosentez oranina neden olan kuraklik stresine verilen ilk
tepkilerdendir. Stomanin kapatilmas: yaprak hiicrelerini CO2’den mahrum birakir ve karbon
asimilasyonunu azaltir. Artan kuraklik stresine karsi olusan fotosentetik cevap, daha fazla
stoma kapatilmasi ile sonuglanmaktadir. Yapraklardaki suyun mevcudiyeti her zaman stoma
iletkenligi ile etkilesir ve kuraklik stresi altinda bile yaprak su potansiyeli ile stoma iletkenligi
arasinda belirgin bir korelasyon oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla topraktaki kurumanin tegvik
ettigi ve stoma kapanmasiyla sonuglanan, transpirasyon akimi boyunca kurakliga baglh kok-
yaprak sinyallesmesinin oldugu aciktir. Stomatal olmayan mekanizmalar arasinda sayilabilecek
bozukluklar, klorofil sentezindeki degisiklikler, kloroplastlardaki fonksiyonel ve yapisal
degisiklikler ve asimilatlarin birikmesi, tasinmas1 ve dagitimi gibi siireclerinde olan olumsuz

durumlardir (Ahmadi, 1998; Blanco ve dig., 2000; Samarah ve dig., 2009).
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Klorofil, fotosentez i¢in baglica kloroplast bilesenlerinden biridir ve nispi klorofil igerigi,
fotosentez orani ile pozitif bir iliskiye sahiptir. Kuraklik stresi altinda klorofil igerigindeki
azalma, tipik olarak oksidatif stres belirtisi olarak kabul edilir. Bu durum pigment foto-
oksidasyonu ve klorofil degradasyonunun bir sonucu olabilir. Fotosentetik pigmentler, esas
olarak 15181n yakalanmasi ve indirgeyici enerjinin liretimi agisindan bitkiler i¢in dnemlidir. Hem
klorofil a hem de b toprak dehidratasyonundan etkilenmeye egilimlidir (Farooq ve dig., 2009).
Kuraklik stresi sirasinda azalan veya degismeyen klorofil miktari, kurakligin siiresine ve
siddetine bagli olarak birgok bitki tiiriinde ¢alisilmistir (Kpyoarissis ve dig., 1995; Zhang ve
Kirkham, 1996). Kuraklik stresi, total klorofil, klorofil a ve klorofil b miktarinda belirgin bir
azalmaya neden olmustur (Manivannan ve dig., 2007). Yapilan bir ¢alismada devam eden
kuraklik stresi karsisinda iki farkli zeytin ¢esidinin klorofil a ve b miktarlarinda azalma oranlari
strastyla %29 ve %42 olarak belirlenmis ve bu durum gesitlerin kurakliga dayaniklilik agisindan

farkliliklari ile agiklanmistir (Guerfel ve dig., 2009).

Kuraklik stresi altinda fotosentezin inaktivasyonu, klorofil igeriginin azalmasinin ana nedeni
olarak kabul edilir. Ayrica, klorofil igeriginin kuraklik stresine bagli azalmasi, kloroplast
membranlarinda bozulma, asir1 sisme, lamellar kollenkimanin deformasyonu ve lipit
damlaciklarinin ortaya ¢ikmasindan kaynakli oldugu belirtilmistir (Kaiser ve dig., 1981).
Fotosentetik pigment konsantrasyonunun azalmasi, dogrudan fotosentez kapasitesini ve
dolayisiyla birincil madde iiretimini sinirlayabilir. Yapilan fizyolojik calismalar kuraklik
stresine yanit olarak bitkilerde klorofil miktari, demet kini hiicrelerine oranla mezofil

hiicrelerinde daha fazla bir azalma ile sonuglanir.

Nispi su igerigi (RWC), yaprak su potansiyeli, stoma direnci, terleme hizi, yaprak sicakligi ve
kanopi sicakligi bitki su iliskilerini belirleyen 6nemli bir kag¢ karakteristik 6zelliktir. RWC
bitkilerde su durumunu O6lcen, dokulardaki metabolik aktiviteyi yansitan ve dehidrasyon
toleransinin belirlenmesi i¢in kullanilan anlamli bir bitki su durumu belirtecidir. Yapraklarin
RWC'si yaprak gelisiminin ilk asamalarinda daha yiiksektir ve kuru madde birikimi arttik¢a ve
yaprak olgunlastik¢a azalir. RWC, koklerin su alimina bagli oldugu kadar transpirasyon ile su
kaybina da baghdir. Kuraklik stresine tepki olarak yapraklarda ¢ogunlukla RWC ve su
potansiyelinde belirgin bir azalma yasanir (Nayyar ve dig., 2006).

Bitkilerin kuraklik stresine maruz kalmasi yaprak su potansiyelini, RWC ve transpirasyon

oranin1 énemli dlgiide diisiiriir, bu da yaprak sicakliginin artmasina neden olur (Siddique ve
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dig., 2001). iki kavak tiiriinde yapilan bir calismada bitkiler devam eden kuraklik stresine maruz
kaldiginda, bir tirde RWC oran1 %16 oraninda azalirken, diger tiirde %24 oraninda azalma
belirlenmistir. Bu durumun, RWC’nin tiirler arasinda kuraklik siddeti ile etkilesimine, kuraklik
olaymin siiresine ve tiirlerin farkli olmalarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Yang ve dig.,
2010). Aslinda, bitkinin su ile iligkili yapilar1 suyun yoklugundan etkilense de, stoma acilmasi
ve kapanmasi bu durumdan daha fazla etkilenmektedir. Ayrica, yaprak sicakligindaki degisim
kuraklik stresi altinda yaprak suyu durumunun kontrol edilmesinde 6nemli bir faktor olabilir.
Kurakliga dayanikl tiirler su kaybini azaltarak su kullanim verimliligini korurlar. Bununla
birlikte, bitki biiytimesinin biiyiik 6l¢iide engellendigi durumlarda, suyun kullanim verimliligi
de 6nemli 6l¢iide azalir (Yang ve dig., 2010).

Bitkiler, osmotik potansiyeli diisiirmek ve bdylece hiicre turgorunu korumak igin sitosolde
farkli tiplerde organik ve inorganik maddeler biriktirirler (Rhodes ve dig., 1994). Kuraklik stresi
altinda yaprak turgorunun korunmasi ayrica su igerigi azalmis topraktan su alimini optimize
etmeye yarayan, prolin, sukroz, ¢6ziinebilir karbonhidratlar, glisin betain ve sitoplazmadaki
diger ¢ozlinen maddelerin birikimi vasitasiyla gerceklesen ozmotik ayarlama ile de saglanabilir.
Kuraklik stresi altinda bu tiir ¢6ziinen maddelerin birikim siireci, bitkinin su stresi oranina bagl
olan ozmotik ayarlama olarak bilinir. Bugdayda yapilan bir ¢calismada bu uyumu saglamaya
yarayan ¢oziinenlerin diisiik seviyesi su stresine karsi toleransi arttirmak i¢in prolin birikimi ve
mobilizasyonu olarak gozlemlenmistir (Nayyar ve dig., 2003). Bu ¢oziimlerden, prolin,
kuraklik toleransinda belirgin bir 6neme sahip oldugundan dolay1 en ¢ok ¢alisilan ozmolittir.
Prolin birikimi, hiicrelerdeki hasar1 azaltmak i¢in kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin ilk
olusturduklar cevaptir. Ilerleyen kuraklik stresi, musir bitkilerinde kayda deger bir prolin
birikimine neden olmustur. Protein igerigi, kuraklik stresi siiresi ilerledikce artar ve on giinliik
stres sonrasi kaydedilmis en iist seviyesine ulasir ve daha sonra on bes giinliik stres sonrasinda
devam eden siddetli kuraklik stresi altinda azalir (Anjum ve dig., 2011). Prolin, mitokondriyal
fonksiyonlart modiile etmek, hiicre proliferasyonunu veya hiicre 6liimiinii etkilemek ve stresten
kurtulmak i¢in gerekli olabilecek spesifik gen ekspresyonunu tetiklemede bir sinyal molekiilii
olarak gorev yapabilir (Szabados ve dig., 2009). Pek cok bitki tiiriinde stres altinda prolin
birikimi, stres toleransi ile iligkilidir ve konsantrasyonunun strese duyarli bitkilerde strese
toleransl bitkilere oranla daha yiiksek oldugu gdosterilmistir. Prolin, protein solvatasyonunu
etkiler ve kompleks dordiinciil yapmin korunmasini saglar, dehidratasyon stresi altinda

membran biitiinligiinii korur ve lipid membranlarin oksidasyonunu veya foto-inhibisyonu
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azaltir (Demiral ve dig., 2004). Ayrica, hiicre ic¢i yapilarin stabilize edilmesine, serbest
radikallerin atilmasina ve stres kosullarinda hiicresel redoks potansiyelinin tamponlanmasina

da katkida bulunur (Ashraf ve dig., 2007).

Kuraklik, bitki biiylimesini ve gelisimini azaltir, ¢gigek gibi daha kiiclik organlarin erken
gelisimine yol acar ve dolayisiyla da tahil tanesinin dolgun olmasini engeller. Tahil tanesi
dolgusunda azalma, sakaroz ve nisasta sentez enzimlerinin birikimindeki azalmaya bagli olarak
ortaya ¢ikar. Kuraklik zamanlamasinin, siirenin ve gelisme hizinin siiphesiz bir bitkinin
kurakliga nasil tepki verdigininin belirlenmesinde &nemli rolleri vardir. Kurakligi takiben,
stoma, fotosentez ve su kullanim verimliliginde paralel bir diisiis kurakligin devamliligina bagl
olarak devam eder. Stomatal iletkenlik, yalnizca toprak su mevcudiyeti tarafindan kontrol
edilmez, bununla beraber igsel ve digsal faktorlerin karmasik bir etkilesimi ile kontrol edilir
(Lisar ve dig., 2016). Nemin mevcudiyetine bagli olarak, karbon asimilasyon enzimlerinin ve
adenosin trifosfat sentezinde yer alan metabolitlerin aktiviteleri azalir ve bazen inhibe edilir.
Kuraklik stresi altinda bozulmus bitki biiyiimesi ve iiretkenliginden sorumlu baslica
faktorlerden biri, kloroplastlar, mitokondri ve peroksizomlar dahil olmak iizere organellerde

reaktif oksijen tiirlerinin iretilmesidir (Ishitani ve dig., 1997).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), Okaryotik hiicrelerin biyotik ve abiyotik streslere en erken
biyokimyasal tepkilerinden biridir. Oksidatif artis olarak bilinen bitkilerde ROS iiretimi,
kuraklik stresine karsi bitki savunma yanitinin erken bir olayidir ve bitkilerde bir sonraki
savunma reaksiyonunu tetiklemek icin ikincil bir mesaj araci olarak gorev yapar. Oksijen
iyonlari, serbest radikaller ve peroksit igeren ROS, normal seyreden oksijen metabolizmasinin
iriinii olarak dogal bir form olusturur ve hiicre i¢i sinyal mekanizmasi i¢in 6nemlidir. Ancak,
kuraklik gibi cevresel stresler sirasinda ROS seviyeleri, proteinlere, DNA'ya ve lipidlere
oksidatif hasar verecek sekilde dramatik olarak artmaktadir (Apel ve dig., 2004). Son derece
reaktif olan ROS, lipid peroksidasyonunu, protein bozulmasini, DNA fragmantasyonunu ve
sonucta hiicre oliimiinti artirarak bitkilere ciddi zararlar verebilir. Kuraklik, reaktif oksijen
tiirlerinin tiretilmesiyle bitkilerde oksidatif strese neden olur (Farooq ve dig., 2009) ve reaktif
oksijen tiirleri, hiicresel membran lipitlerinin peroksidasyonunu ve enzim proteinlerinin,
niikleik asitlerin par¢alanmasina neden olur. O2-, H>O> ve -OH radikalleri gibi ROS, membran
lipitlerine dogrudan saldirabilir ve lipid peroksidasyonunu artirabilir (Mittler, 2002). Kurakliga
bagli ROS'un asir1 liretimi, malondialdehit (MDA) igerigini arttirir. MDA'nin igerigi, oksidatif
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hasarin bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Moller ve dig., 2007). MDA, membran lipit
peroksidasyonu i¢in uygun bir isaret olarak kabul edilir. Membran stabilitesindeki bir azalma
ROS'un neden oldugu lipit peroksidasyonunun derecesini yansitir. Ayrica, lipit peroksidasyonu,
dokularda serbest radikal reaksiyonunun yayginliginin bir géstergesidir. Buna ek olarak her iki
islemde de dokulara oksijen alinimi, peroksizomlarda fotosolunum esnasinda iiretilen glikolat
oksidaz vasitasiyla ile 6zellikle H2O2 reaktif oksijen tiiriiniin ¢ok yiiksek oranlarda olugmasini
saglar. Yang ve Miao (2010)’nun yaptig1 caligmada farkli kavak tiirlerine uygulanan kuraklik
stresinin MDA ve H>O> konsantrasyonlarinda artisa sebep oldugu ve bu artislarin sirasiyla
birinci tiir i¢in %89 ve %99, diger tiir icinse %40 ve %64 oraninda oldugunu belirtmislerdir.
Bezelye bitkilerinde, yapraklarda lipit peroksidasyon seviyeleri, kuraklik stresi arttikga iki ila
dort kat artmis ve bu protein peroksidasyonu ile yiiksek diizeyde korelasyon gostermistir

(Moran ve dig., 1994).

Cok karmasik olan kuraklik tolerans mekanizmasi, bitki gelisiminin farkli agsamalarinda aktive
edildiginde hiicre, doku, organ ve tiim bitki diizeylerinde bir dizi fizyolojik ve biyokimyasal
stireci igerir. Bu mekanizmalarin ornekleri, stoma direncini arttirmak, genis ve derin kok
sistemleri gelistirerek su alimini arttirmak, osmolitlerin birikmesi ve osmoprotektant sentezi ile
su kaybinda azalma saglamak olarak sayilabilir. Bitki biiylime maddeleri arasinda, salisilik asit,
sitokinin ve absisik asidin kuraklik toleransinda dnemli bir rol oynadig: bildirilmistir (Grill ve
dig., 1998). Enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler ile reaktif oksijen tiirlerinin atilmasi,
hiicre membrani stabilitesi, akuaporinlerin ifadesi ve stres proteinleri de kuraklik toleransinin
hayati mekanizmalaridir. Kuraklik stresine karsi etkiler, uygun bitki genotipleri, tohuma gitme,
bitki bilyiime diizenleyicilerinin gelistirilmesi, osmoprotektanlarin (prolin, trehaloz, fruktan,
mannitol, glisin betain ve digerleri) kullanimi, silikon ve diger bazi organik maddelerin

tiretilmesiyle yonetilebilir.

Kuraklik toleransinin fizyolojik mekanizmalar1 nispeten iyi anlagilmasina ragmen, kuraklik
toleransina yol agan bitki fenotipik veya genotipik esnekliginin ve bitki kurakligi-stres yanitini
modiile eden faktorleri belirlemek i¢in daha ileri ¢alismalar gereklidir. Bununla birlikte, biiyiik
olasilikla kok-siirgiin sinyallesmesini igeren, kuraklik stresine verilen kok tepkilerinin
anlasilmasi, tercih edilen bir arastirma alanidir (Zhou ve dig., 2007). Bitki kuraklig1 toleransinin
molekiiler temelinin daha iyi anlasilmasi igin genomik, proteomik ve transkriptomik

yaklasimlarin uygulanmasi ve kuraklik altinda su kullaniminin etkinliginin arastirilmasi
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zorunludur. Reaktif oksijen tiirleri olusumu ve eliminasyonu igin farkli yetenekler sergileyen
mutantlar veya transgenik bitkiler bu temel noktay1 aydinlatmak i¢in yararli olabilir. Molekiiler
tepki ve tolerans mekanizma bilgisi, kuraklik stresi altinda tatmin edici ekonomik verime

dayanabilen ve iirlin verebilen miihendislik ¢alismalarinin 6niinii acacaktir.
2.4. KURAKLIGIN BAKLAGIL TARIMI UZERINE ETKIiLERI

Baklagiller, insanligin en 6nemli tarimsal gida iiriinleri arasinda yer almaktadir. Hemen hemen
her iklim bolgesinde ve ¢ok cesitli toprak tiplerinde yetisirler. Baklagiller, gida glivenligine
katkis1 bakimindan ikinci sirada yer alan ve gelismekte olan iilkelerde yilda yaklasik 800
milyon dolar degerinde hacme sahip 700 milyondan fazla kiigiik isletme igin gelir kaynagi
olarak hizmet vermektedir (Abate ve dig., 2012). Bu ekonomik degerin ¢ogu soya fasulyesi
(%83.8), bakla (%8.8), yer fistig1 (%4.9) ve nohut (%2.4) ihracatindan kaynaklanmaktadir
(Abate ve dig., 2012). Bazi baklagiller hayvan yemi olarak yetistirilirken, bazilar1 toprak
azotunun onemli bir kaynagidir. Baklagiller, doniisiimlii yetistirildiginde ya da tahillar ile
erozyon Ortii bitkileri olarak kullanildiginda verim iizerinde olumlu etkilere sahiptir; toprak
karbon ve azot miktarini arttirdigi, topragin erozyona karst direncini artirdigi ve bazi toprak
patojenlerinin etki alanini azalttigr da bulunmustur (Sainju ve dig., 2005). Koruma tariminda
giibre olarak kullanildiginda, baklagiller toprak gozenekliligini artirabilir ve y18in yogunlugunu
azaltabilir (Sultani ve dig., 2007). Gelismekte olan iilkelerde baklagil yetistiriciliginin tegvik
edilmesi, yoksulluk ve aghigin azaltilmasi, toplum saghgmin iyilestirilmesi ve g¢evresel
stirdiiriilebilirligin saglanmasi i¢in {ilkelerin kalkinma hedeflerine ulagsmada etkili bir yaklagim

olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Abate ve dig., 2012).

Diinyadaki bakliyat talebinin, sadece gelismekte olan iilkelerde degil, ayn1 zamanda gelismis
iilkelerde de saglikli diyete yonelik egilim g6z oniine alindiginda, yakin gelecekte biliyiimesi
beklenmektedir. Baklagillerin terapotik kullaniminin daha iyi anlasilmasi ile hayvansal
proteinleri tiikketmenin saglik riski oldugu goriisii kabul edilmekte ve dolayisiyla baklagil bazli
tirtinlere olan talebin yukar1 dogru seyrini siirdiirmesi beklenmektedir. Cogu baklagiller protein
bakimindan zengindir (> %20) ve ¢oziinebilir liflerdir. Siklikla baklagil alim1, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, sindirim sistemi hastaliklar1 ve obezite riskinde azalma ile iliskili
bulunmustur (Duranti ve dig., 2006). Sonug olarak, kiiresel baklagil iiretimi 1980'lerde 150
milyon tondan 2000'lerde 300 milyon tona ylikselmistir.
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Baklagil iiretiminde, ayn1 donemde toplam bakliyat tiretiminin yaklasik %20'sini soya fasulyesi
olusturur (Gowda ve dig., 2009). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), baklalari
bir bakla iginde 1 ila 12 taneli veya degisken biiyiikliik, sekil ve renkte tane veren yillik
baklagiller olarak tanimlar. Bu terim sadece kuru tane olarak hasat edilen {iriinler i¢in ayrilmistir
ve bu nedenle asagidakileri kapsamamaktadir: (i) sebze ekinleri olarak kabul edilen yesil
fasulye ve yesil bezelye ve (ii) yalnizca ekim amagh kullanilan alfalfadir. FAO tanimi ayni
zamanda soya fasiilyesi ve yer fistigini harig tutar, ¢linkii bunlar ¢ogunlukla yag ekstraksiyonu
icin yetistirilirler (FAOSTAT, 2018).

Diinya niifusunda 2050'ye kadar beklenen %40k artis, tarim sektoriinde gida tiretimini %70,
hatta %100'e yakin artirmaya yonelik acil bir zorunlulukla kars1 karsiya birakmaktadir (Price
ve dig., 2014). Bu zorunluluk, endiistri ve kentsel gelisimden kaynaklanan arazi ve su
konularinda ortaya ¢ikan ciddi bir rekabet ile daha da karmasiklasmaktadir (Postel ve dig.,
2000). Bu tiir rekabet, tarimi1 su mevcudiyeti agisindan ¢ogu zaman mahsul verimliligini
kisitladig1 spesifik alanlara itmektedir. Ornegin, Hindistan'daki yerfistig1 verimi, yillik yagis
miktarindaki dalgalanmaya bagli olarak 550 ile 1100 kg ha™! arasinda degismistir (Reddy ve
dig., 1993).

Kuraklik, C4 bitkisi olan monokotillerden (6rnegin misir), C3 bitkisi olan dikotil tahillarina
(6rnegin bugday) ve baklagillere kadar bir ¢ok tarimi yapilan bitkinin verimini olumsuz yonde
etkileyebilir (Olensen ve dig., 2011). Kurak ortamlardan yar1 kurak ortamlara veya Akdeniz
iklimine sahip bolgelerde (6rnegin, fasiilye, nohut ve mercimek gibi kuru alanlarda yetistirilen)
baklagillerin verimi, genellikle bu bolgelerde karakterize edilen nihai kurakliklardan dolayi,
degisken veya diisiiktiir. Oyle Ki soya fasiilyesi yetistiriciligi igin yeterli oldugu diisiiniilen
iklimlere sahip Brezilya gibi kurak olmayan iilkelerde bile, birkag hafta zarfinda su eksikligi
meydana gelebilir ve bu da kayda deger bir {iriin kaybina neden olabilir. Hali hazirda kuraklik
altinda ekin tretimini destekleyici ekonomik yaklagimlar sinirlidir. Daha da 6nemlisi,
kurakligin baklagiller lizerindeki etkisinin baklagil tiirleri, bolgeler, tarim ekosistemleri, toprak

dokusu ve kuraklik zamanlamasi ile nasil degistigi agik degildir

Diinya capinda tarimsal iiretim, bitki biiylimesini engelleyen ve mahsiil yetmezligine neden
olan ve ortalama verimi %50'den fazla azaltarak olumsuz yonde etkileyen abiyotik stresler
seklinde, artan gevresel kisitlamalara tabidir. (Buchanan ve dig., 2000; Bartels ve Sunkar, 2005;

Mittler, 2006). Mercimek tarimin yaygin oldugu yar1 kurak ortamlarda, ekimdeki elverissiz
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toprak nemi sik sik tohum ¢imlenmesiyle sonuglanir ancak diizensiz bir fidenin ortaya
¢ikmasina neden olur, bu da verim {izerinde olumsuz etkilere neden olur (Okg¢u ve dig., 2005).
Bu nedenlerden dolayi, ¢cimlenme asamasinda kurakliga tolerans, iklim degisikligine kars1 sicak

ortamlarda 6zel bir 6neme sahiptir (IPCC, 2007).

Mercimek (Lens culinaris Medik.), yiiksek protein ve mineral igeriginden dolay1 diinya
genelinde yaygin olarak tiiketilen baklagil tiirlerinden biridir. Kirmizi, yesil ve siyah tiirleri
iceren bitki, diyet lifleri ve B kompleksi vitaminleri icin de miikemmel bir kaynaktir. Insan
tiiketimine ek olarak, mercimek, hayvansal yem olarak da yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Lardy ve Anderson, 2009). Ayn1 zamanda azot fiksasyonu ile toprak verimliligini siirdiirme
potansiyeli nedeniyle iiriin rotasyonunu da destekler (Ghanem ve dig., 2011). 2015 yilinda
toplam diinya mercimek iiretimi yaklasik 4,9 milyon ton olmustur. Son on yildan fazla bir
stiredir Tirkiye, Kanada ve Hindistan'dan sonra diinyanin en biiyiik iiclincii mercimek
tireticisidir (FAOSTAT 2015). Kiiresel Tarim Bilgi Ag1 (GAIN) raporu, Tiirkiye'nin giiney
dogu kisminin, diinya genelindeki toplam kirmizi mercimek {iiretimine %75-80'ine katkida
bulundugunu belirtmektedir (Sarker ve dig., 2011). Bununla birlikte, bu bolgede mevsimsel
olarak yazlar kuru olarak karakterize edilir ve ¢iftcilerin bitkileri sonbaharda ve yaz basinda
hasat etmesine neden olan nihai kuraklik stresi meydana gelmektedir. Ek olarak, aralikli
kuraklik stresi bitkisel biiylime doneminde meydana gelir ve verimi olumsuz etkiler. Son on
yilda, Tiirkiye'nin glineydogusundaki ¢iftciler, yiliksek sicaklik ve diistik yagis nedeniyle diistik
mercimek verimine sahiptir (Kahraman ve dig., 2016). Mercimek iiretimi ¢esitli gevresel
streslere maruz kalmaktadir, dyle ki bu cevresel streslerden olan kuraklik stresi tiim diinya
genelinde mahsiil verimini sinirlayan en Onemli faktorlerden biri olarak belirlenmistir
(Micheletto ve dig., 2007). Sonug¢ olarak kuraklik stresinin, ilimlidan siddetlisine tim
seviyeleri mercimek bitkisinin ve benzer bir ¢ok baklagilin biyokiitlesini, tahil verimini ve

temel bilesenleri sinirlandirarak azaltmaktadir.
2.5. TRANSKRIPTOM KAVRAMI

Cevresel stres faktorleri bitkileri, yasamlarinin devamliligi icin adaptasyona zorlayarak bu
duruma kars1 gesitli stratejiler gelistirmelerini saglar. Genomik, transkriptomik, proteomik ve
metabolomik gibi ¢esitli omik yaklagimlar, molekiiler diizeyde bitkilerde meydana gelen
degisiklikleri analiz etmek i¢in kullanilmaktadir. Bunlar arasinda genomik yaklagimlar, gen

diizeyinde ek aciklamalar iireterek transkriptomik ve proteomik caligsmalar i¢cin bir temel
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olusturur. Tarimsal girisimler ile 1940 ve 1970'ler arasinda meydana gelen ve genellikle “Yesil
Devrim” olarak adlandirilan, bitki biiyiime, gelisme ve stres biyolojisinin temel yonlerini
arastiran arastirmalarin artisi, modern tarimsal yonetim uygulamalarinin gelisimi, kiiresel gida
tiretiminde devrim yaratmistir. Ancak, kiiresel niifusun artmaya devam etmesi ve kiiresel iklim
sicakliginin tahmin edilemeyecek Olciide artmasiyla birlikte, gelecekte siirdiiriilebilir gida
iiretimine olan ihtiyacin mevcut Uriin c¢esitlerini ve modern tarim iretim yontemlerini
sinirlamaya zorlayacagi agiktir (Abdelrahman ve dig., 2018). Bu zorluklarin iistesinden gelmek,
su ve diger dogal kaynaklarin verimli kullanimini en {ist diizeye ¢ikarmak i¢in yeni kesifler ve
teknolojilere ihtiyag duyulmakta ayrica tarimsal siirdiiriilebilirligi saglamak, gida tiretimini ve
dolayisiyla kiiresel gida giivenligini gelistirmek acisindan yeni {iriin ¢esitlerine ihtiyag

duyulmaktadir.

Transkriptom “bir organizmanin genlerinden ifade edilen veya edilmeyen RNA molekiillerinin
toplam1” olarak adlandirilmaktadir (Ozsolak ve dig., 2011). Transkriptom analizi, baska hic¢bir
genomik bilginin olmadigi model olmayan bir tiirdeki eksprese edilen genlerin baslangic
karakterizasyonundan, iyi a¢iklanmis referans genom dizisinin bilindigi model organizmanin
organlar, dokular veya hatta tek tek hiicreler arasinda alternatif splikasyonu ve gen
ekspresyonunun detayl analizini kapsayan ¢ok genis bir konudur. RNA sekanslama teknolojisi,
beklenen hedefe gore deneysel farklilik gdsteren ve sonucta farkli eksprese olan genlerin
belirlenmesi, yeni genlerin ortaya ¢ikarilmasi, ug birlestirme (gen ekspresyonu sirasinda, ¢oklu
proteinleri kodlayan tek bir gen ile sonuglanan diizenlenmis bir islemdir) vb. bir¢ok ¢iktinin

elde edildigi molekiiler bir yaklagimdir.

Milyarlarca niikleotidin okunmasina imkan saglayan yeni nesil sekanslama (NGS)
teknolojilerinin yiikselisi ile, baz dizileme maliyetlerinde 6nemli diisiisler ve daha yiiksek
verim, daha biiylik genom kapsama dahil olmak iizere DNA dizilemesinin hizi ve verimliliginde

artiglar olmustur.

Yeni nesil sekanslama (NGS) kisa okuma platformlar1 arasinda 2005, 2006, 2007 ve 2010'da
sirasiyla gelistirilen Roche/454 sistemi (Margulies ve dig., 2005), Illumina platformu
(Bentleyet ve dig., 2008), Applied Biosystems SOLID platformu (Valouevet ve dig., 2008) ve
Ion Torrent sistemi yer almaktadir. Hatta son zamanlarda, benzeri goriilmemis bir kaliteye sahip
genom diizenekleri iiretebilen Nanopore sekanslama olarak adlandirilan tigiincii nesil uzun

okuma yontemleri ortaya ¢ikmistir ve dahasti, bu teknolojiler direkt DNA {iizerindeki epigenetik
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modifikasyonlar1 dogrudan tespit edebilir ve birlestirme (assembly) gerektirmeden tiim
transkripsiyon dizilemelerine izin verebilir (Dijk ve dig., 2018). Bu platformlar, piyasaya
stiriilen ve diinya ¢apinda bitki arastirmalar: lizerinde biiyiik bir etkiye sahip olan iiriinlerin,
stirdiiriilebilir tarim olasilig1 dahil olmak {izere, bir ¢ok alanda gelisimini baglatacak genom

dizilerinin ortaya ¢ikmasini saglamis ve bir doniim noktasi olmustur.

NGS ve biyoinformatik programlar, yiiksek verimli veri analizi saglamasindan dolay1 artik
modern bitki yetistirme programlarinin temel tas1 haline gelmistir (Abdelrahman ve dig., 2017;
Pavlovich, 2017). NGS teknolojileri, tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), insersiyon /
delesyonlar ve diger yapisal cesitlilikler gibi karmasik o6zelliklerin molekiiler diizeyde
anlagilmasina yardimei olmak ve genomik varyasyonlar hakkinda bilgi saglamak i¢in bir¢cok
onemli kiiltiir bitkisine uygulanmistir (Rourke ve dig., 2014; Yuan ve dig., 2017). Bu ileri
teknolojiler ayn1 zamanda gen ekspresyon atlaslarinin gelisimini kolaylastirmis ve bitkilerin
cevresel strese kars1 verdigi tepkilerle ilgili sinyal yollarin1 anlamamizi arttirmiglardir (Zhang

ve dig., 2017).

Bugiine kadar, Cicer arietinum (Varshney ve dig., 2013) Medicago truncatula (Young ve dig.,
2011), Cajanus cajan (Varshney ve dig., 2012) dahil olmak iizere, son 10 yilda bir ¢ok
baklagilin referans genomu yayinlanmistir. Giiniimiizde 91 bitki tiiriiniin genomlari dizilenmis

ve agiklanmistir, ve daha pek cogu, su anda dizilenmektedir?.

Tim bu gelismeler, genom verilerinin anlamli olmasi i¢in ¢evresel stres faktorlerine karst bitki
tepki mekanizmalarin1 anlamak, transkript ve proteinlerin ekspresyon diizeyini arastirmak
acisindan oldukc¢a 6nemlidir. RNA sekansi gibi gelecek nesil sekanslama teknolojileri, tiim
transkriptomun yiiksek verimli analizini miimkiin kilar ve dnceki bir sekans bilgisine ihtiyag
duymadan bile, gen ekspresyon seviyelerini nicellestirir ve dahasi bu yaklasim ile bitkilerin
ekspresyon profili hakkinda degerli bilgiler saglanarak, bitki genomundaki tiim genleri
karsilagtirmaya ve tespit etmeye izin verir (Deshmukh ve dig., 2014). Yakin zamanda, RNA
sekanslama  caligmalarinin ~ sonuglar1  diger Onceki yaklagimlarla  (Mikroarrray)
karsilastirildiginda, gen ekspresyon diizeylerinin saptanmasinda elde edilen sonuglarin

dogrulugunun daha yiiksek oldugu kanitlanmistir (Fu ve dig., 2009).

2 https://phytozome.jgi.doe.gov, https://www.nchi. nlm.nih.gov/genome/?term, http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-
j.html
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RNA sekanlamanin yayginlasmasindan bu yana, 6zgiin diizenleyici RNA'lar dahil olmak iizere,
Escherichia coli (Raghavan ve dig., 2011), Saccharomyces cerevisiae (Nagalakshmi ve dig.,
2008), Arabidopsis thaliana (Lister ve dig., 2008), Lotus japonicus (Deguchi ve dig., 2007) ve
Medicago truncatula (Lelandais-Briere ve dig., 2009) gibi birgok model organizmanin

transkriptom analizi ¢aligilmistir.

Son yillarda, 1KP (1000 plants) projesini baslatan uluslararasi bir konsorsiyum, binden fazla
bitki i¢in transkripsiyon profilleri ortaya ¢ikarmayi amaglamigtir (Matashi ve dig., 2014) ve tim

bu transkriptler ileri ¢aligmalar i¢in ¢ok 6nemli bilgi kaynag olarak kullanilacaktir.

Mevcut teorilere gore, diinya tarihinin 4,6 milyarlik 6mrii igerisinde, ¢ok hiicreli 6karyotlar,
650 milyon yildan fazla bir siire 6nce evrimlesmeye ve 450 milyon yil dnce karasal yasama
adapte olmaya bagladilar (Raven ve dig., 2013). Gliniimiizde, bitkiler, 6zellikle de vaskiiler
bitkiler, gezegenimizde gelismekte ve yasamimizin hemen hemen tiim yonlerini kapsayan
oksijen, yiyecek ve cesitli bagka faydalar saglamaktadir. Baklagil bitkilerinin ise en belirgin
ozelligi, insanoglu i¢in temel besi kaynagi olmasidir. Dolayistyla bu durum 12.000 yil 6nce
Ortadogu’da ve Verimli Hilal’de baslayan evcillestirme silirecini dogurmus ve farkli bitki
kiiltivarlarinin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. Ancak doga, yasayan canlilar i¢in stabil bir ortam
yaratmaz, siirekli degiskenlikler ile canli genomlarin1 dinamik olmaya zorlamaktadir. Tabi ki
bu zorlama ile ortaya g¢ikan boyle mikemmel bir cesitliligi ve tepkileri anlama Carl
Linnaeus’nin belirttigi gibi “Doga bilimlerinde hakikat ilkeleri gézlemle onaylanmalidir.”
seklinde olabilir ancak insanoglunun NGS ve benzeri teknolojileri gelistirmeleri ile daha
derinlemesine de olabilir. Ayrica her canlinin aslinda birer RNA varligi oldugu ve RNA
olmadan bir hiicrenin eylemsiz bir arsiv y18in1 olabilecegi diisiiniiliirse (Gasteland ve dig.,

2006) RNA-sek teknolojileri, NGS teknolojileri arasinda en ¢arpici olanidir (Sekil 2.3).
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Genetik haritalar ve Yabana genlerin QTLs ekspresyony Aday Populasyon
ans introgresyonu {eQns markorier/geober biyolojiti
____— —~ | ! | |
Genom yapisi ve dinamigi |—’| lah cabsmatan |

Sekil 2.3: Yeni Nesil Sekanslama Teknolojisinin agilimlart.

2.6. BAKLAGIL BITKILERINDE TRANSKRIPTOM CALISMALARI

Birkag baklagil bitkisinin genom sekansimin yeni mevcudiyeti genomik arastirmalarin
artmasina yardimer olmustur. Transkriptomun global diizeyde incelenmesi, genom dizisinin
yoklugunda bile, baklagillerdeki cesitli hiicresel siire¢lerin molekiiler temelleri hakkinda bilgi
saglayabilir. Transkriptom analizi, herhangi bir organizmada temel aragtirmalar i¢in 6nemli bir
adim olarak gergeklestirilir. Transkriptom analizlerinin 6nemi goz Oniine alindiginda, ¢esitli
dokular / organlar ve gelisim asamalar1 boyunca genlerin genel ve spesifik transkripsiyon

aktivitesini ortaya ¢ikarmak igin kullanilmasi 6nerilmektedir (Abdelrahman ve dig., 2017).

Bakliyat iirtinlerinin yetistirilmesi, yabanil tip ile yerel cesitler arasindaki kesisme
noktalarindan elde edilen iireme hatlarinin sinirli mevcudiyetine bagli olarak zaman alicidir ve
tahil {iriinlerine kiyasla nispeten daha az verim artis1 sergiler. Ornegin, nohut yetistiricileri igin

belli basli bazi problemli evrimsel ¢ikmazlar bulunmaktadir. Bunlar nadir yabanil atalarin
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sinirl ekolojik cografi dagilimi, evcillestirme ile baglantili “kurucu etki”® tohum ekiminin
kistan itibaren bahara dogru kaymasi ve yagmur mevcudiyetine bagli sulamadan kaynaklanan
gecikmeler olarak sayilabilir. Dolayistyla bunlarin hepsi, nohut gen havuzunun ¢esitliliginde
bir azalmaya neden olmustur. Bu nedenle, yabanil tiplerde ve topraklarda bulunan genetik
kaynaklardan primer gen havuzuna yapilan katkilar, gelecekteki baklagil 1iyilestirme
programlarinda 6nemli bir rol oynayacaktir. Ekolojik cografya prensiplerine dayali yabanil
baklagillerin secimi, evcillestirilmis baklagiller ve yabanil akrabalari arasindaki genetik
ucurumun kapatilmasina yardimci olmak i¢in kritik O6neme sahiptir ve bu da yabani
baklagillerde mevcut olan stres adaptasyon mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasini saglamaya

yardimc1 olacaktir.

Glniimiize kadar, baklagillerde ¢ok az genom c¢apinda transkriptom analiz g¢alismasi
yapilmistir. Bu ¢alismalar1 gergeklestirmek i¢in mikroarray ve RNA-sek teknolojisinin her ikisi
de kullanilmistir. Bu calismalar sonucunda baklagiller i¢in transkriptom ve gen ekspresyon
verileri, ayni zamanda, fonksiyonel analiz icin ilgilenilen hedef genlerin belirlenmesinde
yardimci olabilecek c¢esitli veri tabanlar1 (Tablo 2.1) vasitasiyla kamuya agik hale getirilmistir.
Ornegin, SoyaSeq, soya fasiilyesinde RNA sekans verilerine dayanan ve 14 farkli dokuda gen
ekspresyonu bilgisi saglayan bir veritabanidir (Severin ve dig., 2010). Bu verilerin analizine
dayanarak, tohumda 2000'den fazla genin tercihli ifadesi olan ve 177’den fazla genin ise tohum
su tutma islemine katildig1 bildirilmistir. Bu veri tabani, doku-doku karsilastirmas: ve farkh
olarak ifade edilen genlerin listesi i¢in veri saglar. Buna ek olarak soya fasiilyesi i¢in bagka bir
veritabani ise gen ekspresyon verilerini barmdirir, dyle ki ¢esitli doku / organ / hiicre tiplerinin
gelisim evrelerini (tohum gelisimi ve ¢igcege gecisi), tuzluluk, 1s1, demir ve aliiminyum gibi
cesitli streslerin etkisini temsil eden toplam 41 deneyden (1000'den fazla 6rnek) elde edilen dizi
verilerini igerir (SoyaPLEX). Nohut bitkisinde ise alt1 farkli doku 6rneginden transkriptom
verisi de Chickpea Transcriptome Database (CTDB) veri tabaninda bulunabilir. Bu veriler
nohutta dokuya 6zgii genlerin tanimlanmasi i¢in kullanilmistir ve tek veya toplu bir gen igin
ifade verileri veri tabanindan indirilebilir (Garg ve dig., 2011). Bu veri tabanlari, birlikte ve
farkli ifade edilen gen ekspresyon analizlerine erisim saglar. Gen ekspresyonu verileri i¢in bu
veri tabanlarinin kullanilabilirligi, baklagillerde gen fonksiyonlarinin kesfi ve molekiiler iiretim

durumlarina destek saglayacaktir.

3 Genetik siiriiklenme sonucu kiigiik popiilasyonlarin genetik gesitliliklerini kaybetmeleri.
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Tablo 2.1: Baklagil transkriptome ¢alismalarinda kullanilan veri tabanlari.

VERITABANI INTERNET ADRESI
Consultative Group on International Agricultural http://www.cgiar.org/
Research
National Agricultural Research Systems http://naro.go.ug/data/smenu/4/NARS.html
International Crops Research Institute for the Semi- http://www.icrisat.org/
AridTropics
International Center for Agricultural Research in the http://www.icarda.org/
Dry Areas
National bureau of Plant Genetic Resources http://www.nbpgr.ernet.in/About NBPGR/At a Glance.aspx
United States Department of Agriculture https://www.usda.gov/
Australian Temperate and Field Crops Collection http://agriculture.vic.gov.au
Centro Internacional de Agricultura Tropica http://www.ciat.cgiar.org
Institute of Crop Sciences, Chinese Academy of http://www.cgris.net/cgris_english.html
Agricultural
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant http://www.ipk-gatersleben.de/
Research
The National Institute of Agrobiological Sciences https://www.gene.affrc.go.jp/databases_en.php
Genebank
National Plant Germplasm System https://www.ars-grin.gov/npgs/
Ustymivka Experimental Station of Plant Production https://www.genesys-pgr.org
Asian Vegetable Research and Development Center http://aciar.gov.au/projects/multilateral/2007
International Institute of Tropical Agriculture http://www.iita.org/

The Svalbard Global Seed Vault Project http://www.nordgen.org/sgsv/
Soybean Transcriptome Database (Soybase) https://soybase.org/soyseq/
Chickpea Transcriptome Database (CTDB) https://www.nipgr.res.in/ctdb.html

LegumelP http://plantgrn.noble.org/LegumelP
Medicago truncatula Gene Expression Atlas (MtGEA) https://mtgea.noble.org/v3/
Peanut DB http://bioinfolab.muohio.edu/txid3818v1/
Lotus DB http://lotus-db.wbgcas.cn/
Legume Information System (LIS) https://legumeinfo.org/
Kazusa DNA Research Institute for the L. japonicus http://www.kazusa.or.jp/lotus
Genome
European Medicago Consortium (chromosomes 3, 5) http://medicago.toulouse.inra.fr/
Pisum sativum, Cool Season Food Legume Database | https://www.coolseasonfoodlegume.org/organism/Pisum/sativum
The Pea RNA-Seq Gene Atlas http://bios.dijon.inra.fr/FATAL/cgi/pscam.cgi
National center for Biotechnology Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

NGS ile yapilan RNA dizileme tabanli transkriptom analizi, mikroarray tabanli analizle
karsilagtirildiginda, abiyotik ve biyotik streslere maruz kalan bitkilerde bir¢ok hiicresel yanitin
gen fonksiyonunun ve molekiiler temelinin anlasilmasi i¢in {istiin bir yaklasim olarak kabul
edilir. Ornegin, baz1 bitki tiirleri benzer genomlara sahiptir, ancak ¢ok cesitli biyokimyasal,
fiziksel ve gelisimsel farkliliklar1 yansitan gok farkli gen ekspresyon profillerine sahiptirler.
Boylelikle, farkli g¢evresel streslere maruz kalan farkli dokularin veya hiicre tiplerinin
karsilagtirmali transkriptom analizleri kullanilarak genom ve gen fonksiyonu arasindaki iligkiler
arastirilabilmektedir (Garg ve dig., 2011). Baslangigta, soya fasulyesi de dahil olmak {izere
baklagil transkriptom caligmalarinin ¢ogunda ifade edilen sekans etiketlerinin (ESTs) veya
mikroarray temelli gen ekspresyon analizlerinin Sanger sekansi kullanilmigtir. Bu gen ifadesi

veri kiimelerini kullanarak, baklagil bitkilerinde kuraklik, tuzluluk, soguk ve agir metal stres
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direnci i¢in bir dizi aday gen tanimlanmustir (Tripathi ve dig., 2016). Bununla birlikte, EST ve
mikroarray bazli yontemler ¢ok maliyetlidir, zaman alicidir ve bir dizi {izerinde temsil edilen
taninmis gen kiimesinin ifade kaliplarinin sorgulanmasiyla sinirlidir. Buna karsilik, NGS bazli
transkriptom analizi, derinlemesine siralama kapsami ve izoform ifadesi gibi ek nitel bilgiler

saglar.

Calzadilla ve dig. (2016), soguk stresine yanit olarak Lotus japonicus bitkisindeki transkriptom
degisikliklerini analiz etmislerdir. Sonuglarda hiicre duvari ve lipit metabolizmasi ile ilgili
genlerde artan ekspresyon olmasina ragmen, kloroplast ve fotosentez ile ilgili genlerde azalan
ekspresyon tespit edilmistir. Ayrica, kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda, dehidrasyon
duyarli baglanma 1 ve C-tekrarli baglanma faktorleri (DREB1 / CBF'ler) soguk strese maruz
kalmadan 1 saat sonra yukari dogru diizenlenmistir. Bununla birlikte devam eden stresin 24.
saati sonunda, ayni faktorlerin ekspresyonlarinda bir farklilik gézlenmemistir, bu da, Lotus
japonicus bitkisinde, bu CBF transkripsiyon faktorleri, uzun siireli cevaplardan ziyade soguk

strese kisa siireli cevaplara katildigini géstermistir.

Guimaraes ve dig. (2015), kuraklik stresine yanit olarak iki yer fistig1 ¢cesidinin gen ekspresyon
profilini analiz etmistir. Transkriptom verisi, primer metabolizmanin (karbonik anhidraz ve
nitrilaz - benzeri proteinler) adapte edilmesine dahil olan genler dahil olmak iizere, kuraklik
stresi karsisinda yabanil fistik bitkilerinde benzer bir artan ekspresyon modelini paylagan sekiz
aday gen ortaya koymustur. Bu genler, fistik bitkilerinde, genetik manipiilasyon veya molekiiler
1slah teknikleri kullanilarak kuraklik direncini artirmak ig¢in kullanilabilecek iimit vaat eden

adaylar olarak goriilmektedir.

Garg ve dig. (2016) kuraklik ve tuzluluga kars1 toleransli / hassas nohut genotiplerinin farkl
gelisim agamalarinda kurakliga veya tuzluluga karsi karsilastirmali bir transkriptom analizini
gerceklestirmistir. Bu ¢aligmada nohut genotiplerinin erken iireme evresinde kurakliga karsi
daha duyarli oldugu, tersine ge¢ lireme evresinde ise tuz stresinin daha az etkili oldugu
goriilmistiir. Buna ek olarak, seker alkollerinin (inositol ve trehaloz), ksiloglukan, amino
asitlerin (prolin ve sitriilin) biyosentezinde rol oynayan enzimleri kodlayan ve fotosentezde rol
oynayan genler, kurakliga ve tuzluluga yanit veren toleransli nohut bitkilerinde diizenlenmistir.
Bu sonuclar nohutta kuraklik ve / veya tuzluluk stresine katilan gen diizenleyici aglar
incelemek i¢in bir baslangi¢ noktasini temsil etmektedir. Bagka bir ¢alismada, tuz stresinde ve

kontrol kosullar1 altinda yetistirilen tuza dayanikli fasulye genotipinin transkriptomlarmin
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kapsamli bir analizi, Na* / H" pompalar1 ve vakuol H* ATPaz kodlayan genlerin regiilasyonunu
gostermistir (Hiz ve dig., 2014). Ek olarak, segici olmayan siklik niikleotidle kaplanmis katyon
2 (CNGC2) kanali ekspresyonunu diizenleyen gen, tuz kosullar altinda, tuza kars1 toleranslh
genotipin kok dokularinda, kontrol kosullariyla karsilagtirildiginda kuvvetli bir sekilde yukari
dogru diizenlenmistir. CNGC2 kanali, kok hiicrelere K* akisinda oénemli bir rol oynar ve bu
sayede yliksek bir K* / Na" oran1 ve dolayisiyla tuz toleransi elde edilir (Hiz ve dig., 2014).
Cesitli abiyotik stresler altinda baklagil bitkilerinin NGS - bazli transkriptom analizleri Tablo

2.2'de dzetlenmistir.

Tablo 2.2: Cesitli abiyotik stresler altinda baklagil bitkilerinin NGS bazli transkriptom analizleri

(Kudapa ve dig., 2013).
Baklagil Tiirleri Abiyotik Stres Yeni Nesil Toplam farkli Kaynaklar
Sekanslama Temelli eksprese olan genler
Lotus japonicas Soguk Ilimuna Hiseq 1500 1077 Calzadilla ve ark.,
2016
Medicago falcata Soguk, Kuraklik, Ilimuna Hiseq 2000 2252,4442.2320 Miao ve ark., 2015
Tuzluluk
Cicer arietinum Kuraklik, Tuzluluk Ilimuna Hiseq 2000 5383,5036 Garg ve ark., 2016
Chickpea Kuraklik, Tuzluluk, Ilimuna Genome 8574,8887,5630 Garg, Bhattacharjee,
Soguk Analyzer 11 & Jain, 2015
Soybean (Glycine Kuraklik Ilimuna Hiseq 2000 4866 Rodrigues ve ark.,
max) 2015
Soybean Kuraklik Ilimuna Hiseq 2000 9713 Song ve ark., 2016
Soybean Kuraklik, Su baskin1 Ilimuna Genome 2724,3498 Chen ve ark., 2016
Analyzer I1
Soybean Ozon Ilimuna Hiseq 2000 535 Whaley ve ark., 2015
Common bean Tuzluluk Ilimuna Hiseq 2000 10977 Hiz ve ark., 2014
(Phaseolus vulgaris)
Common bean (P, Kuraklik Ilimuna Hiseq 2000 6989 Wu, Wang, Li, &
vulgaris) Wang, 2014
Wild peanut Kuraklik 454 GS FLX 1514 Brasileiro ve ark.,
(Arachis duranensis Titanium 2015
Soybean Sicaklik [limuna Hiseq 2000 2940 Valdés-Lopez ve ark.,
2016
Chickpea Fosfat eksikligi Ion proton sequencer | 540,225 Nasr Esfahani ve ark.,
2017
M. truncatula Fosfat eksikligi [limuna Hiseq 2000 1140 Cabeza ve ark., 2014
M. truncatula Fosfat eksikligi, Ilimuna Hiseq 2000 1738,2257 Liese, Schulze, &
Fazla azot Cabeza, 2017
Red clover Kuraklik [limuna Hiseq 2000 8719 Yates ve ark., 2014
(Trifolium pratense)
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2.7. KURAKLIK STRESINDE TRANSKRIPTOMIK YAKLASIMLAR

Bitkilerin maruz kaldig1 streslerin gen diizeyinde transkriptomik yaklasimla anlasilmasi,
arastirilan bitki ¢esidinin kontrollii kosullarda strese maruz birakilmasi ve ayn1 zamanda ayni
kosullarda mevcut bir kontrol grubu ile karsilastirilmasi temeline dayanir. Gen
regiilasyonundaki farkliliklarin tiirlesme ve adaptasyonda onemli rol oynadigi hipotezi uzun
yillardir bilinen bilimsel bir gercektir. Yeni nesil sekanslama teknolojilerinin ortaya ¢ikmasiyla,
¢ok sayida birey ve tiirdeki gen ekspresyon seviyeleri ve iligkili diizenleyici mekanizmalari
karakterize edilebilmektedir. Boylece, gen ifadesi seviyelerini sekillendiren ve farkli
diizenleyici genetik ve epigenetik mekanizmalardaki evrimsel degisimler belirlenebilmektedir
(Romero ve dig., 2012). Kapsamli karsilastirilmali bir transkriptom analizi anahtar genlerin
ifadesi i¢in 6nemli bir dogrulama aracidir. Farkli olarak ifade edilen transkriptlerin anlasilmasi,
bitkilerde abiyotik stres toleransini destekleyen molekiiler mekanizmalari anlamamiza yardimci
olabilir. Hatta bu transkriptlerin protein-metabolit korelasyonlarini ve normal-stresli durum
arasindaki iligkileri inceleyerek, bitkilerde abiyotik streslerle diizenlenmis biyolojik siirecleri

tanimlayabiliriz (Soda ve dig., 2015).

Kuraklik, ekin {iretimini olumsuz etkileyen baslica faktorlerden biridir. 1964-2007 yillarindaki
asir1 hava felaketleri ve tahil iiretimi tlizerindeki etkileri, kurakligin ulusal hububat {iretimini
ortalama %10,1 azaltigim gostermektedir (Lesk ve dig., 2016). Daha fazla kuraklik
toleransindan sorumlu genlerin ve alellerin basarili bir sekilde segilmesindeki ana zorluk, bu tip
strese kars1 bitki yanitinin karmasikligidir. Genel olarak, kuraklik altindaki bitkinin yagam
devamliligint saglama stratejileri, azaltilmis transpirasyon veya hidrotropizma gibi gegici
cevaplarla veya daha derin kok sistemine yol acan gelisimsel degisikliklerle, yaprak alaninin
azaltilmasi ile su kaybmin en aza indirilmesi ile agiklanabilir ve sonu¢ta uzun siireli
kurakliklarin devam etmesinde su alinimi saglaniyor olabilir (Fang ve Xiong, 2015). Gegici
cevap veya gelisimsel degisikliklerin her ikisinde de, bitki metabolizmasinin 6énemli 6l¢lide
yeniden ingas1 ve kurakligin baslangici ve kalicilig1 iizerine ¢ok sayida genin ekspresyonundaki

degisikliklerin varlig gereklidir.

Transkripsiyon profillemesi, molekiiler diizeyde kuraklik stresine karsi bitki cevabinin

karmagikligina daha derin bir bakis acist kazandirir. Kuraklik stresine maruz kalan ¢esitli bitki
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tiirlerinin gen ekspresyonu calismalari, bu stres tarafindan diizenlenen birka¢ gen grubunun
Onemine isaret etmektedir. Birincil olarak isaret edilenler ise kuraklik sinyalizasyonunu ve
transkripsiyonun diizenlenmesidir. Bunlar arasinda gesitli kalsiyum bagimli protein kinazlar,
kalmodulin ve kalmodulin iligkili kalsiyum sensor proteinleri ve protein fosfataz sinif 2C ile
birlikte REB, AP2 / ERF, NAC, bZIP, MYB / MYC, CAMTA, Alfin benzeri, Q tipi ZFP veya
HD-START gibi gesitli ailelerden gelen bir dizi transkripsiyon faktorii tespit edilmistir (Kumar
ve dig., 2014). Bu sinyal proteinleri ve onlarin asagi akis hedefleri genellikle absisik asit-
bagimli ve absisik asit-bagimsiz stres yaniti olarak iki sekilde kategorize edilmektedir
(Shinozaki ve dig., 2007). ABA biyosentezindeki anahtar enzim olan 9-sis-epoksikrotenoid
dioksijenaz (NCED) ve ABA'ya bagli stoma kapanmasindan sorumlu ABA'nin PYR / PYL /
RCAR reseptorlerine kuraklik cevabinda 6nemli bir rol verilmistir. Oksin, etilen, jasmonik veya
salisilik asit gibi diger bitki hormonlarinin biyosentez ve sinyal yollarinda yer alan genler de,
kuraklik altinda farkli olarak ifade edildigi belirlenmistir (Aimar ve dig., 2011). Kuraklik
tarafindan farklt sekilde dilizenlenmis diger gen gruplari, antioksidasyon siiregleri,
osmoprotektant sentezi ve LEA familyasindan cesitli faktorlerle ilgilidir (Talame ve dig.,

2007).

Yabanil ve kiiltiire alinmis arpa bitkisinde kurakliga duyarli transkriptom analizi ile ilgili
veriler, mikroarraylere veya daha yakin zamanlarda RNA-Sek analizine dayanan gesitli
deneylerde toplanmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda yaprak (Zeng ve dig., 2016), cicek (Svoboda
ve dig., 2016), basak, basak¢ik ve tohum (Hiibner ve dig., 2015) gibi temel organlarin
transkriptomlar1 lizerinde yogunlasilmistir. Cevresel stres algilamasinda kokiin rolii lizerine
sadece bir transkriptom temelli ¢alisma arpa bitkisinde yapilmistir (Chwialkowska ve dig.,
2016). Burada, baz1 faktorlerin, arpa koklerinde kuraklik algilama ve stres cevabi igin dnemli

olabilecegi diistiniilmiistiir.

Tiim bunlara ek olarak kuraklik stresi altinda yapilan RNA-sek calismalar1 ile, karbon
metabolizmasi, sitrat siklusu ile birlikte stilbenoid, heptanoid, fenilpropanoid, diterpenoid vb.
sekonder metabolitlerin biyosentezini iceren ve ayrica endoplazmik retikulumda protein isleme,
aminoasitlerin biyosentezi, galaktoz metabolizmasi, bitki hormonu sinyal iletimi, alanin,
aspartat ve glutamat metabolizmasini igeren azot metabolizmasi, yag asidi yikimi,

fenilpropanoidler ile antioksidan savunmasi, osmoprotektanlar olan, galaktinol ve rafinoz
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seviyesinin artmasi gibi ¢ok fazla 6nemli sayida farkli eksprese olan gen belirlenmistir (Gao ve

dig., 2015; Wehner ve dig., 2016; Singh ve dig., 2017, Janiak ve dig., 2018).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez calismasinda deney materyali olarak, Lens culinaris Medik. tiirine ait Sultan gesidi
tohumlar kullanilmistir. Mercimek (Sultan) tohumlari Giineydogu Anadolu Tarimsal
Arastirmalar Enstitiisiinden temin edilmistir. Mercimek, Leguminosae familyasinda yer alan
Lens cinsine dahil dort tiirden biridir. Aslinda Lens cinsi i¢inde bulunan tiim tiirlerin az gok
mercek sekilli ve yenilebilir tohumlari topluca "mercimekler" olarak anilsa da Lens culinaris,
"mercimek" denildiginde en ¢ok akla gelen ve en sik tiiketilendir. Lens culinaris Medik.

hipogeik ¢cimlenme 6zelligine sahip tek yillik, otsu bir kiiltiir bitkisidir.

3.1. BITKILERIN  YETISTIRILMESI  VE OPTIMUM KURAKLIK
KONSANTRASYONUNUN BELIRLENMESI

Lens culinaris Medik. tiirine ait Sultan ¢esidi tohumlari, boyut homojenligi dikkate alinarak
secildi, %1 sodyum hipoklorit i¢inde 2-3 dakika yiizey sterilizasyonu yapilarak, distile su ile
durulandi. Kontrollii kosullarda kuraklik stresi ortaminin saglanmasi i¢in, PEG 6000,
penetrasyon eksikligi yaratmasi, toksik etkisin olmamasi ve kuraklik stresini taklit edebilme

yetenegi nedeniyle ozmotik ajan olarak tercih edilmistir.

Tohumlar deney boyunca 6 cm petri kabina konularak sirasiyla %0 (kontrol), %15, %20 ve
%25 PEG 6000 igeren ve nihai osmotik potansiyelleri 0, —0.10, —0.14, and —0.19 MPa’ya
karsilik gelen 5 ml dH20 su ile sulandirilarak ¢imlendirildi. Petri kaplari, buharlagmay1
onlemek i¢in parafilm ile kapatildi. Cimlenme boyunca petriler 25 °C derece sabit sicaklikta
karanlik ortamda etiivde (Heraeus T6060) tutulmustur. Radikula uzunlugu en az 3 mm
oldugunda tohumlar “¢imlenmis” olarak kabul edilmistir. 7 giinliik uygulama sonrasinda
kontrol grubunda (%0 PEG) bulunan tohumlar tamamen ¢imlenmis oldugunda diger PEG
konsantrasyonlarina sahip ortam i¢in deney sonlandirilmig ve kuraklik dozu belirlenmistir.
Tohumlarin degisen PEG konsantrasyonlarinda hayatta kalma yiizdesi asagidaki gibi
hesaplandi: Tohum hayatta kalabilme oran1 % = 100 x (kuraklik stresi altinda hayatta kalan
tohum sayis1) / (toplam tohum sayis1) (Idrissi ve dig., 2016). Veriler 10 tohumdan ii¢ biyolojik
tekrar yapilarak elde edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Optimum kuraklik konsantrasyonlarini belirlemek amaci ile yapilan petri denemeleri.

3.2. BITKILERIN SU KULTURUNE ALINMASI VE KURAKLIK STRESI
UYGULANMASI

Temin edilen tohumlar ylizey sterilizasyonlar1 yapildiktan sonra bir gece distile suda
bekletilerek sigsmeleri saglanmis ve perlitli saksilara ekime hazir olmustur. Bir giin sonra
tohumlar perlit iceren saksilara ekilerek, bliylime kabininde uzun giin kosullarinda (nem orant
%10, 151k siddeti 16.000 lux) yetistirilmistir. 7 glin boyunca tiim deneme gruplar1 her giin %2
Hoagland (5 mM KNOs, 5 mM Ca(NO3)2, 1 mM MgSOas, 5 mM KH2PO4, 0.1 mM FeEDTA,
46 mM HzBOs, 4.5 mM MnCl;, 3.8 mM ZnSOs4, 0.3 mM CuSQO4, 0.1 mM NHsMoOy)
(Hoagland, 1938) besi soliisyonu ile sulanmistir. 7. giin sonunda kontrol grubu '2 Hoagland
besi sollisyonu igeren, deney gruplari ise %15 PEG 6000 igeren 2 Hoagland besi soliisyonu
bulunan su kiiltiirii kaplarma alinmistir. Su kiiltiirii kaplari deney boyunca hava pompast ile

havalandilirmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: Su kiiltiiriine alinmis kontrol grubu ve kuraklik stresi uygulanan bitkiler.

3.3. KURAKLIGA BAGLI FiZYOLOJIiK TOLERANS MEKANIZMALARININ
BELIRLENMESI

Perlitli saksilarda 7 glin boyunca yetistirildikten sonra su kiiltlirline alinan bitkiler, kiiltiire
alindig1 giin 0. giin olarak kabul edilerek, takibi 24. (1. giin) ve 96. (4. giin) saatlerin sonunda
stirglin ve kok kisimlarindan 3 paralel ve 3 tekrar olacak sekilde hasat edilmistir. Hasat edilen
bitkilerden nispi su igerigi, total klorofil miktari, lipid peroksidasyonuna bagli malondialdehit
birikimi, prolin miktar1 ve klorofil floresans1 belirlenerek kuraklik stresine karsi olusan cevaplar

incelenmistir.
3.3.1. Nispi Su iceriginin Belirlenmesi

Nispi su igerigi Kabbadj (2017) metoduna gore tayin edildi. Bunun igin belirtilen PEG
konsantrasyonlarinda yetistirilen bitkilerin yaprak o6rneklerinden diskler ¢ikarilip taze
agirliklar1 alinarak (T.A.), distile su bulunan petri kaplarinda 4 saat bekletildi. Distile su i¢inde
turgorlu hale gelen orneklerin agirliklar1 (TR.A.) alindi. Daha sonra 6rneklerin kuru agirliklart
(K.A.) sabit kalincaya kadar, 5 giin boyunca 89 °C’lik etiivde bekletilerek tayin edildi. Elde
edilen agirliklar asagidaki formiilde yerine konularak nispi su igerigi yiizde cinsinden

hesaplanda.

Nispi Su Icerigi (%) = [(T.A. — K.A)/(TR.A.- K.A)] x 100
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3.3.2. Total Klorofil Miktarmin Belirlenmesi

Klorofil igerikleri Kabbadj (2017) metoduna gore ekstre edildi. Bunun i¢in taze agirliklari
alinan ornekler bir miktar CaCOs tozu igeren havanda %90 aseton i¢inde homojenize edildi.
Ekstreler 24 saat boyunca +4 °C’ de bekletildikten sonra 3.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Daha sonra list s1vinin (supernatant) absorbsiyon degerleri spektrofotometrede 480, 630, 645,
665 ve 750 nm dalga boylarinda Lichtenthaler (1987) metoduna gore oOlgiilerek her bir 6rnegin
klorofil a, b igerikleri (mg g ** T.A. cinsinden) tayin edildi (Parsons ve Strickland, 1963).

3.3.3. Lipid Peroksidasyonuna Baglhh Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi

Bitkilerde lipid peroksidasyonu malondialdehit (MDA) igerigi olarak ifade edilmektedir. 0.5 g
yaprak ornegi 10 ml %0.1° lik trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edildi. Homojenat
15.000 g’ de 5 dakika santrifiij edilip, santrifiij edilen 6rnegin siipernatant kismmdan 1 ml
aliip, tizerine 4 ml %20’ lik TCA igerisinde ¢oziilmiis %0.5’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)
katild1. Karigim 95 °C’ de 30 dakika bekletilip ve hizla buz banyosunda sogutulduktan sonra,
10.000 g’ de 10 dakika santrifiij yapilip, sonra siipernatant kistmda 532 nm dalga boyunda
absorbans belirlenerek asagidaki esitlik ile malondialdehit (MDA) icerigi hesaplanmistir
(Kabbadj 2017).

MDA igerigi (nmol ml!) = [(A532-A600)/155.000] x 106
3.3.4. Prolin Miktarinin Belirlenmesi

Prolin igerigi Kabbadj (2017) metoduna goére belirlendi. Toplanan 0.1-0.3 gr’lik bitki 6rnekleri
stvi nitrojen ile homojenize edilip 1 ml %3’liik siilfosalisilik asit ile ekstrakte edildi. Ekstraktlar
14.000 rpm 5 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. 0.1 ml supernatant yeni bir ependorfa alinip her
ornege 0.2 ml asit ninhdrin, 0.2 ml %96 asetik asit, 0.1 ml %3 siilfosalisilik asit konularak 96
°C’de 1 saat inkiibe edilip tiim protein hidrolizi gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasinda her
ependorf tiibiine 1 ml toluen eklenerek ornekler vortekslenip 14.000 rpm 5 dakika 4 °C’de
santrifiij edildi. Ustte bulunacak olan kirmizi renkli faz almarak toluen blank kullanilip 520 nm
absorbanslar1 dl¢lilmiistiir. 5-500 pm araliginda prolin konsantrasyonunu belirlemek igin,

standart bir egri olusturulmustur.
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3.3.5. Klorofil Floresansinin Belirlenmesi

Klorofil floresansinin 6l¢iimleri, daha 6nce Duan ve dig., (2016) agiklandig: gibi Imaging-PAM
Klorofil Fluorometre (Walz Effeltrich, Almanya) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bitkiler 10 dakika boyunca karanlikta tutulmasinin ardindan sonrasinda floresans goriintiileme
aletinin zay1f 6l¢tim 1s1n1na maruz birakildilar ve burada fotosistem II merkezlerinin (PSII) agik
hali nedeniyle minimum floresans seviyesi (F,) elde edildi. Daha sonra numuneler, fotosentetik
foton ak1 yogunlugu (PPFD) ile 0.5 sn boyunca 960 umol m2s* olan doymus bir 151k darbesine
maruz birakildi. Bu sartlar altinda PSII merkezleri, maksimum seviyedeki floresans (Fm) ile
sonuclanan kapali duruma ge¢cmis olurlar. Yiksek 1sitk maruziyetinden sonra floresans
seviyesinin stabil bir duruma diismesi beklenir. Bu gecis esnasinda drnekler floresansin en
yiiksek degerine, Fp‘ye, ulasmadan 6nce 260 pmol foton m~2s * aktinik PPFD’ye maruz kalarak
kisaca gegici bir floresans seviyesinde seyrederek, gegici floresans seviyesini, Fi’yi, iiretir. Tiim
bu floresan degisimleri temel alinarak sirasiyla Fv/Fm, ¢PSII, ¢NPQ, ¢)NO, qP ve ETR
parametreleri hesaplanmistir (Barbagallo ve dig., 2003).

3.4. RNA IZOLASYONU

RNA izolasyonu bitkilerin su kiiltiiriine alindig1 giin 0. giin olarak kabul edilerek, takibi 24. (1.
giin) ve 96. (4. giin) saatlerin sonunda kok, gévde ve yaprak kisimlarindan 3 paralel ve 3 tekrar
olacak sekilde hasat edilerek yapilmistir. RNA izolasyonlari Rneasy Mini Kit (Qiagen,
Almanya, Katalog No: 74106) kullanim talimatlarina uygun sekilde gerceklestirilmistir. Hasat
edilen kontrol ve kuraklik stresi uygulanmis 6rneklerden yapraklar igin 6 adet, kok ve govde
icin 100 mg tartim alinarak s1vi azot yardimiyla havanda pargalanmistir. Pudra haline getirilen
bitki drnekleri ependorf tiiplere alinarak iizerine %10 - Merkaptoetanol igeren 600 pl lizis
soliisyonundan eklenmistir. Pipet yardimiyla 10 dk. boyunca parcalanma saglanmistir. Daha
sonra 0rnekler 3 dk. oda sicakliginda 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Supernatant temiz bir
ependorf tiipe aktarilarak {izerine esit miktarda %70 EtOH eklenerek karismasi saglanmistir.
Ornekler kit icerisinde bulunan kolonlara aktarilarak 30 sn. 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Daha sonra 350 ul RW1 soliisyonu kolona eklenerek tekrar 30 sn. 13.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Ornekler genomik DNA kontaminasyonunu minimize etmek icin 80 pl RNaz-
barindirmayan DNaz I (Qiagen, Almanya, Katalog No 79256) ile muamele edilerek 15 dk. oda
sicakliginda bekletilmistir. Bekleme sonrasi kolonlar tekrar 350 ul RW1 soliisyonu eklenerek

30 sn. 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra 500 pl RPE soliisyonu ile yikama fazina
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gecilerek sirasiyla 30 sn. ve 2 dk. 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Yikama islemi sonrasinda
kolonlar temiz ependorf tiiplere alinarak {izerlerine 30 ul DNaz ve RNaz’lardan arindirilmig
sterilize distile su eklenip 1 dk. 13.000 rpm’de santrifiij edilip kiitliphane hazirlanmas1 agamasi
icin -80 °C dolapta bekletilmistir. RNA 6rneklerinde herhangi bir bozunma ve genomik DNA
kontaminasyonuna rastlamamak amaci ile %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kalite kontrolleri

saglanmustir.

3.5.RNA-SEK ICIN CDNA KUTUPHANELERININ HAZIRLANMASI VE
SEKANSLANMASI

RNA-sek ¢alismalarinda kiitiiphane hazirlanmasi, hedeflenen ¢alismaya gore sekillenmektedir.
Oyle ki kiitiiphane hazirhigi, poly(A) secilimi yardimiyla olabilecegi gibi rRNA’nin ortadan
kaldirilmasi teknigi ile de ger¢eklesmektedir. Bu tez ¢alismasinda olgun mRNA’larin kuraklik
stresi karsisinda degisimleri hedeflendiginden poly(A) se¢ilimini temel alan kiitiiphane hazirlhigi
gerceklestirilmistir. Temel olarak kiitliphane hazirlanmasi sekiz asamadan olusmaktadir.
Bunlar; mRNAin saflastirilmasi ve fragmentasyonu, Tek Zincirli cDNA Sentezi, Cift Zincirli
cDNA Sentezi, U¢ onarimi, 3° Adenilasyon, Adaptor Ligasyonu, PCR Amplifikasyonu ve
Kiitiiphanelerin Kalite Kontrolii olarak siralanabilir (Sekil 3.3).
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RNA-sek Kiitiiphane Hazirlama Protokolii
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Sekil 3.3: RNA-sek kiitiiphane hazirlama protokolii. Kiitiiphane hazirligi, manyetik boncuklarla 100
ng-lug total RNA'dan poli-A secilimi (A) ile baslar. Cift zincirli cDNA (B) fosforilasyon ve A-
uyruk eklenmesi ile adaptdr ligasyonuna hazir hale gelir. PCR ile ¢ogaltilan kiitiiphane (D)
kiimeleme ve dizileme igin hazir hale gelir (Illumina RNA-sek protokolii v2, 2015).

Total RNA, {ireticinin talimatlarina gore RNeasy Mini Kit (Qiagen, Almanya, Katalog No:
74106) kullanilarak, su kiiltiiriine alinmasi ile stres uygulanmasini takiben 24. (1. giin) ve 96.
(4. giin) saatlerin sonunda kok, govde ve yaprak oOrneklerinden ekstrakte edildi. RNA
numunelerinin kalitesi ve miktar1 Qubit® 2.0 spektrofotometresi (Invitrogen, ABD) ve 2100
BioAnalyzer (Agilent, Palo Alto, CA, ABD) kullanilarak degerlendirilmistir. Kiitiiphane
yapimui i¢in sadece OD 260/280 ile 1.8 ve 2.0, 28S: 18S > 1 ve RNA biitiinliikk numaras1 (RIN)
> 8 olan RNA ornekleri kullanildi ¢linkii bilindigi gibi RIN degeri RNA 0Orneklerinin
biitiinliiglinii gosteren kantitatif degerdir. Kalite ve miktar dl¢timlerinden sonra RNA, genomik
DNA'y1 elimine etmek i¢in 1 U / ug konsantrasyonunda RNAz icermeyen DNAz | (Thermo
Sci-entific, Waltham, MA, ABD) ile muamele edildi. Daha sonra mRNA'lar, oligo (dT)
manyetik boncuklar kullanilarak 1 pg toplam RNA'dan saflastirildi ve TruSeq mRNA Numune
Hazirlama Kiti (Illumina, ABD)* ile fragmantasyon tamponu kullamlarak parcalara ayrildi.
Ayrilmis kisa RNA fragmanlari, rasgele hekzamer primerleri kullanilarak birinci iplik cDNA
sentezine tabi tutuldu ve ikinci iplik, DNA polimeraz I ve RNaz H kullanilarak sentezlendi. Cift

4https://support.illumina.com/content/dam/illumina-
support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseg/trusegrna/truseq-rna-sample-
prep-v2-guide-15026495-f.pdf


https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrna/truseq-rna-sample-prep-v2-guide-15026495-f.pdf
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrna/truseq-rna-sample-prep-v2-guide-15026495-f.pdf
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrna/truseq-rna-sample-prep-v2-guide-15026495-f.pdf

38

iplikli cDNA'lar, AMPure XP boncuklar1 (Beckman Coulter, ABD) ile saflastirildi. Tekrar
siispansiyon tamponu ile ayristirildi ve daha sonra 3'-son adenin niikleotit ilavesine tabi tutuldu.
Son olarak, dizileme adaptorleri fragmanlara baglandi ve cDNA fragmanlart PCR
amplifikasyonu ile zenginlestirildi. Zenginlestirilmis yaklasik 260 bp biyiikligiindeki
amplikonlarin sekanslama oncesi kalite kontrolii 2100 BioAnalyzer (Agilent, Palo Alto, CA,
ABD) kullanilarak degerlendirilmis, elektroferogram ve jel goriintiileri degerlendirilmistir.
Elde edilen amplikonlar kiimeleme ve dizileme ic¢in zenginlestirilmis cDNA kiitliphaneleri
kullanildi. Her bir 6rnek i¢in Illumina TruSeq sekanslama platformu (Illumina, ABD)
kullanilarak cDNA kiitiiphanesi (iki biyolojik replikat) i¢in sekanslamasi yapildi (Tardu ve dig.,
2016).

Illumina  sekanslama islemi Oncesinde bir takim basamaklar igeren ¢alismalari
gerektirmektedir. Oyle ki kiimeleme (ing. cluster generation-bridge amplification) olarak
adlandirilan bu islemde ilk olarak denatiire edilmis NGS kiitiiphane parcalar1 bir akis hiicresine
(ing. flow cell) akitilir ve tamamlayici Illumina adaptdr oligo'larinin iizerinde hibritlenir.
Tamamlayici fragmanlar koprii amplifikasyonu PCR’1 ile amplifiye edilerek uzatilir ve ayni tek
iplik¢ikli kiitiiphane fragmanlarinin kiimeleriyle sonuglanir. Sonrasinda fragmanlar, tersine
cevrilebilir terminator niikleotidleri kullanilarak hazirlanir ve siralanir. Baz ciftleri, lazer

uyarimi ve floresans tespiti sonrasinda tanimlanir ve ham veriler elde edilir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Tllumina dizileme reaksiyonu genel is akisi (Illumina RNA-sek protokolii v2, 2015).

3.6. HAM VERILERIN KONTROLU VE DE NOVO TRASKRIiPTOM INSAASI

Yeni nesil sekanslama teknolojisi her ne kadar yiiksek dogrulukta okumalar yapmasina ragmen
okunmus baz dizilerinin tamami dogrudur olarak nitelendirilmez. Oyle ki dizileme cihazlarinin
niikleotid sirasini eksik, yanlis ve diistik kaliteli okumasi, sonrasinda yapilacak biyoinformatik
analizler igin temel sorun olarak gériilmektedir. Bu nedenle, baz ¢cagirma (base calling) analizi
ile fastq formatinda elde edilen ham dizilerin kalite kontrollerinin gerceklestirilmesi
gerekmektedir. Kalite kontrol uygulamasi sirasiyla; adaptor dizilerin kaldirilmasi, diisiik

kaliteli dizilerin ¢ikarilmasi (phred skor < 20), rastgele primerler ile kiitiiphane hazirlama
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temelli hatal1 okunan ilk 10 bazin dizilerden ¢ikarilmasi, uzunlugu 50 bazdan kisa olan dizilerin
elenmesi ve son olarak dizi i¢inde okunmayan veya tespit edilemeyen (N) bazlarin sayis1 5‘ten

fazla olan dizilerin ¢ikarilmasi gibi kalite kontrol adimlarini icermektedir.

Sekanslama sonrasi elde edilen ham okumalarin kalite kontrolii FastQC yazilim arac1 °(v0.11.5)
kullanilarak yapildi. Sonrasinda diisiik kaliteli okumalarin (phred skor < 20) ve adaptor
kontaminasyonunun ortadan kaldirilmasi Trimmomatic (v0.35) (Bolger ve dig., 2014) yazilim
araci kullanilarak gergeklestirildi. Yiiksek kaliteli okumalarin fastq dosyalar1 kaydedilmis ve
GSE115199° katilim numarasi ile NCBI'daki GEO veri tabanma kaydedilmistir. Tiim alt

analizler yiiksek kaliteli, temiz veriler kullanilarak yapilmistir.

De novo birlestirme analizi De Bruijn grafik algoritma temelli Trinity yazilim aract’

kullanilarak varsayilan parametrelerle gergeklestirildi (Grabherr ve dig., 2011). De Bruijn
grafik algoritmasinda kisa okumalar, birbirleriyle ¢akisan kiiglik kiime dizilerine boliiniir (k-
mers olarak adlandirilir) ve bir yon grafiginin olusturulmasinda kenarlar olarak kullanilir.
Trinity yazilim araci k-mer frekanslarina dayandigi i¢in hata diizeltme, k-mer uzunlugunu 25

baz uzunlugunu kullanacak sekilde ayarlanmistir.

Lens culinaris Medik. bitkisi de novo birlestirme insaasinda (ing. assembly) tiim kuraklik stresi
uygulanmis 6rnekler kontrolleri (stressiz) ile birlikte, kok ve yaprak drnekleri i¢in (1. giin ve 4.
giin) ve govde dokulari i¢in ise (1. giin) i¢in belirtilen zaman noktalarinda kullanilmistir. Govde
orneklerinde mRNA seviyeleri diisiik oldugu i¢in herhangi bir alt analiz yapilmasa da, sadece

daha eksiksiz de novo birlestirme elde etmek igin kullanilmustir.

De novo birlestirme insaasindan sonra, birlestirme analizinin biitiinliigi CEGMA yazilim aract
ile degerlendirilmistir (Parra ve ark. 2007). Daha sonra, tam uzunluktaki transkript sayimu,
BLASTX homology search (BLAST+ v2.3.0) -evalue 1%2° -num_threads 6 -max_target_seqs 1
—outfmt 6 degerleri g6z Oniinde bulundurularak UniProt veri tabaninda Trinity
analyze blastPlus topHit coverage.pl uzantisinin ¢aligtirilmasi ile gergeklestirilmistir. Tez

calismamiz kapsaminda ileri diizey islem gerektiren tiim analizler, Kog Universitesi Kimya ve

S http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects /fastqc/
® https://www.nchi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE115199
7 http://trinityrnaseq.sourceforge.net/


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE115199
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Biyoloji Miihendisligi Boliimii biinyesinde yer alan is istasyonunda gerceklestirilmistir (144GB
RAM, 48 Cekirdek Islemci).

3.7. FARKLI EKSPRESE OLAN GENLERIN (DEGS) ANALIZi

Okumalar, varsayilan parametrelerle Bowtie aligner (Langmead ve dig., 2009) kullanilarak de
novo transkriptom insaasina eslestirildi. Daha sonra tiim 6rneklerde transkript bolluklarini
Olemek icin RSEM yontemi kullanildi (Li ve Dewey, 2011). Her 6rnegin biyolojik kopyalari
arasindaki tekrarlanabilirligi degerlendirmek igin, Pearson korelasyon analizi RSEM
hesaplanmis okumalar kullanilarak R? transkript seviyesinin elde edilmesi i¢in uygulanmustir.
Farkli zaman noktalarinda kok ve yaprak dokular1 arasinda farkli eksprese olan genlerin testi
icin, edgeR (Robinson ve dig., 2010) veri tabani hata bulma oran1 q degeri < 0.01 (false
discovery rate) ve log2 (RPKM-tr / RPKM-cont) > 1 degeri dikkate alinarak gergeklestirildi.

3.8. TRANSKRIPTLERIN GEN ONTOLOJIiSIiNIN (GO) VE KEGG METABOLIK
YOLAKLARININ BELIRLENMESI

Annokript yazilm aract (Musacchia ve ark., 2015) trinity birlestirmesi yapilmis de novo
transkriptlerinin gen ontolojisi (GO) aciklamalar1 icin kullanilmistir.® Swiss-Prot (SP) ve
UniRef90 (stirim: Subat 2017) kullanilarak blastp protein belirlenmesi word size =4; e-
value = 10~°; num_descriptions = 5; num_alignments = 5; threshold =18 degerleri gdz dniine
alinarak gerceklestirilmis ve her sekans i¢in en iyi uyum gosteren sonug tercih edilmistir.
Korunan Etki Alanlar1 Veritabaninda (CDD) varsayilan proteinlerin alan bilesimini tanimlamak
icin Rpsblast parametreleri (e-value=10"°; num_descriptions =20; num_alignments = 20)
(Marchler-Bauer ve ark., 2015) kullanilmistir. Tiim de novo birlestirilmis transkriptler, KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) veri tabanina® dayali BLAST algoritmasi (Blastx
/ Blastp 2.2.29+) kullanilarak GENES? yazilim araci ile siralanmistir. GO terimi fonksiyonel
zenginlestirme analizinden sonra, Cytoscape (v2.8.3)!! yaziliminda BiNGO eklentisi (v2.44)*2
kullanilarak terimler aras1 goriiniir bir ag olusturma amaci ile korelasyon analizi yapilmis ve

grafik haline getirilmistir (Tardu ve dig., 2016). Asir1 temsil edilen kategoriler, Benjamini and

8 https://github.com/frankMusacchia/Annocript/tree/master/GUIDE
® http://www.genome.jp/kegg/

10 http://www.genome.jp/kegg/genes.html

1 http://www.cytoscape.org/

12 http://apps.cytoscape.org/apps/bingo


https://github.com/frankMusacchia/Annocript/tree/master/GUIDE
http://www.genome.jp/kegg/
http://www.genome.jp/kegg/genes.html
http://www.cytoscape.org/
http://apps.cytoscape.org/apps/bingo
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Hochberg yanlis kesif oran1 (FDR) diizeltmelerinden sonra anlamli bir esigi olan

hipergeometrik bir test kullanilarak belirlendi (p < 0.0001).

3.9. GERCEK ZAMANLI KANTITATIF PCR (RT-PCR) ILE RNA-SEK
SONUCLARININ DOGRULANMASI

RNA sekans1 sonuglarini dogrulamak i¢in temsili 12 farkli DEG se¢ilerek RT-PZR vasitasiyla
dogrulanmasi yapildi. Segilen DEG fastaq dosyalar1 Primer3Plus®® veri tabani1 kullanilarak en
iyi skoru veren diziden segilerek, 200 bp uzunlugunu gecmeyecek sekilde belirlendi. Total
RNA, TRIzol reaktifi (Invitrogen, ABD) ve ardindan DNase I uygulanmasi yapilarak ekstre
edildi. Daha sonra, rasgele hekzamer oligolar1 kullanilarak birinci-iplik cDNA sentezi i¢in
toplam 1 pg RNA kullanildi. gqRT-PZR, CFX Connect Ger¢ek Zamanli PCR Tespit Sistemi
(Biorad, ABD) cihazinda Luminaris HiGreen qRT-PCR Master Mix (Thermo Scientific, ABD)
kullanilarak, Tablo 3.1'de gdsterilen gene dzgii primerlerle gerceklestirilmistir. Ifade seviyesi
numuneler arasinda degismeyen B-tubulin geni bir i¢ referans geni olarak kullanildi (Saha ve
dig., 2012). Amplifikasyon programlar1 4 dakika boyunca 95 °C; 8 saniye boyunca 95 °C, 10
saniye boyunca 60 °C ve 20 saniye boyunca 72 °C'den olusan 35 dongii ve erime egrilerini
olusturmak i¢in bir termal denatiire adimini igeren (95 °C 10 saniye, 70 °C 5 saniye)
protokoliine gore gergeklestirilmistir. Tiim tepkimeler biyolojik ii¢ kopya halinde (her biri iKi
teknik kopya icerecek sekilde) gergeklestirildi ve sonuglar her 6rnekte B-tubulin geninin
transkripsiyon seviyesine gore 22T yontemi kullanilarak belirlendi (Livak ve Schmittgen,
2001). mRNA ifade veriler1 GraphPad Prism siiriim 7 (GraphPad yazilimi, ABD) kullanilarak
analiz edildi. Tim veriler, mRNA ekspresyonunun = S.D (n = 6) ortalamas1 olarak

gosterilmistir.

13 http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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Tablo 3.1: RT-PCR ileri ve geri primer dizileri (Morgil ve dig., 2019).

Gen No NCBI Gen | fleri Primer (5' - 3') Geri Primer (5' - 3")

B-tubulin )’\:35327.1 GGAAGGCTTTCTTGCATTGG GGCTTCGGTGAATTCCATCTC
DN737 816430 TTTGTTGTGCTGAGGCGAAG TGTAACCAAAGGCCACCAAC
DN35830 4352852 AACCGGTTGCAACTTTGACG TTCTGCAAGTGTGGTTGGAG
DN40733 826859 AAGCTGCTGCATGTCTTTGC AGGGAACAAGTGTAACCAGGAG
DN41444 828398 AGCTCGAGTTATTGCAGACG TGCAACAGGTAGCAGCAATG
DN10418 107916455 | ACGGCCAAAAAGGTGAAAGC AACTTTGGCAGTGCAAACGG
DN47648 827863 TGCATCTAAGCGCGAACAAC ACAAAATCACGCCCAAACCG
DN49793 793030 ACGTGGCAGTTGATGGTTTC TTCCCAACCCAAATGTACGC
DN40029 836771 ATCCTTGCCAATGCTGTTGC TCGAAGCATCACAACCCTTG
DN40968 825519 TGCGTTCAAAAGGGTTGTGG AGGGCCATTGCTTGTTTGTG
DN44077 8616576 GCGCGTAAGTTGGTTGAAGAC TCCGACACAAACTCAAACGG
DN44615 821540 ACTGCTTGTGTTGGTTGCTC ATTGAATGCACACGCGCTTC
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4. BULGULAR

4.1. CIMLENMENIN KURAKLIK STRESINE CEVABI VE FiZYOLOJIK
ANALIZLER

Bu tez calismasinda, kisa ve uzun stireli kuraklik kosullarinda kok, gévde ve yaprak dokularinin
genom genisliginde transkripsiyonel diizenlenmesi hakkinda daha iyi bir fikir edinmek igin
kurakliga duyarli mercimek ¢esidi (Lens culinaris Medik. cv. Sultan) kullanilmistir (Morgil ve
ark., 2017). Bu amagla, ilk olarak mercimek tohumlari, farkli PEG konsantrasyonlarina karsi
canlilik orant hesaplanarak optimum kuraklik konsantrasyonunu belirlemek ig¢in
¢cimlendirilmistir. %15 PEG varliginda yetisen tohumlar, kontrol grubuna gére %60 oraninda
yasamsal devamliklik gostermistir (p < 0.0001). Bunun aksine %15’e oranla %20 ve %25 PEG
konsantrasyonunda yetistirilen tohumlarin ¢imlenme oranlari sirasiyla %10 ve %1 oldugundan
bu tez calismasinda kuraklik stres konsantrasyonu %15 olarak belirlenmistir (p < 0.0001) (Sekil
4.1a).

Biyokimyasal ve fizyolojik analizler i¢in 7 giin perlit iceren saksilarda yetistirilen bitkiler 7.
giiniin sonunda %15 PEG igeren su kiiltiirii ortamina alinmig ve 6rnekler 24 saat (1. giin; kisa
siireli) ve 96 saat (4. giin; uzun siireli) sonunda hasat edilmistir. RNA izolasyonlar1 da ayn

sekilde bu hasat edilen 6rneklerden yapilmistir.

Nispi su igerigi (RWC), toplam klorofil miktar1 (Chl), prolin ve malondialdehit (MDA)
icerikleri kuraklik stres gostergeleri olarak 6l¢iilmiistiir. RWC degerleri kontrol grubuna oranla
1. glin %12,5 (kontrol grubuna gore p < 0.01), 4. giin ise %50 (kontrol grubuna gore p < 0.005)
oraninda anlamli sekilde azalmistir (Sekil 4.1b). Beklenen sekilde, uzun siireli kurakliga maruz
kalan bitkilerin RWC degeri, kisa stireli kuraklik stresine maruz kalan bitkilere gére %35 daha

diistiktiir.

Orneklerin Chl igeriginin kuraklik stresine kars1 verdigi cevaplar, hem kisa hem de uzun siireli
kuraklik kosullarinda anlamli sekilde diisiis gostermistir. Sonuglar degerlendirildiginde bu
diisiis 1. glinde %25 oraninda olurken (kontrol grubuna gore p < 0.01), 4. giinde %75 (kontrol
grubuna gore p < 0.005) oraninda belirlenmistir (Sekil 4.1c). Dolayisiyla Chl igerigi uzun siireli

kuraklikta kisa siireli kuraklia oranla %50 azalma ile sonu¢lanmistir.
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Kuraklik stresinin bir bagka gostergesi, MDA igeriginin seviyesine gore lipid peroksidasyonun
belirlenmesidir. Tiim orneklerde MDA miktarinin, kuraklik stres uygulanmis orneklerde
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1d). Kurakliga
bagli beklenen bu artis 1. giinde %25 oraninda olurken (kontrol grubuna goére p < 0.01), 4.
giinde %75 (kontrol grubuna gore p <0.005) oraninda belirlenmistir. Sonug olarak MDA igerigi

uzun stireli kuraklikta kisa stireli kurakliga oranla %50 artis gostermistir.

Son olarak, d6rneklerde kuraklik stresi altinda artmasi beklenen prolin miktar1 6lgiilmiistiir. Sekil
4.1e'de goriildiigii gibi, prolin igerigi kontrol grubuna oranla 1. giin %20 (kontrol grubuna gore
p < 0.005) ve 4. giinde ise %40 oraninda (kontrol grubuna goére p < 0.01) anlamli olarak
artmistir. Dolayistyla prolin igerigi uzun siireli kuraklikta kisa siireli kurakliga oranla %60 artis

ile sonuglanmistir.
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Sekil 4.1: Farkli kuraklik stresi kosullarinda L. culinaris fide dayaniklilig: yiizdesi (%0 (kontrol),
%15, %20 ve %25 PEG) (a). Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 (SD) (n = 30) temsil eder. L.
culinaris'in fizyolojik analizi (b) nispi su igerigi, (c) toplam klorofil (Chl) igerigi, (d)
malondialdehit igerigi ve (e) prolin igerigi kontrol (- stres) ve kurakliktaki (+ stres) degisimlere
gore ayrilir. Testler, stres uygulanmasinin 24. (1. giin) ve 96. saati (4. giin) sonunda yapildi. Ug
biyolojik ve ti¢ teknik replikanin standart hatalar1 anlamina gelir. Veriler, iki yonlii ANOVA
varyans analizi (Brown-Forsythe Test) kullanilarak analiz edildi. Yildizlar, kontrol rneklerine
karst * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005 anlaml farkliliklar oldugunu géstermektedir
(Morgil ve dig., 2019).

Kuraklik stresi altindaki bitkilerde Fotosistem II verimliligi (Fv / Frm), Fotosistem I
verimliliginin faaliyeti (@PSII), fotokimyasal sondirme (QP) ve fotosentetik elektron
transportunun (ETR) c¢alisma verimliliginin diismesi beklenirken fotokimyasal olmayan
sondiirme verimliliginde (¢ NPQ) ve diizenlenmemis enerji yayiliminin (¢pNO) artmasi beklenir
(Yao ve ark. 2018). Bu nedenle, RNA sekanslama icin kullandigimiz bitkilerin kuraklik stresi
durumunda oldugundan emin olmak i¢in ayrica tiim bu parametreler 6l¢iilmiistiir. Beklendigi
gibi, Fyv / Fm, @PSIl ve gP degerleri kuraklik kosullarinda azalmistir (Tablo 4.1). Kisa vadeli
kuraklik kosullarinda (1.giin) ¢NPQ degismezken, uzun stireli kuraklik kosullarinda (4. giin)
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seviyesi onemli Ol¢iide artmistir (p < 0.05). Agik PSII reaksiyon merkezlerinin fraksiyonunu
degisen floresans gP ile ol¢iilerek tahmin edilmistir. Sonuglar, uzun siireli kuraklik stresinin
(4.glin), kisa siireli kuraklik stresi (1.giin) ile karsilastirildiginda agik PSII reaksiyon
merkezlerinin sayisinda 6nemli bir azalmaya (~ %40, p < 0.01) neden oldugunu gostermistir
(Tablo 4.1). Diger fotosentetik parametreler, ETR ve ¢pNO, ayrica belirlenmistir. Devam eden
kuraklik ile ETR diisiis gostermeye baslamis ve 4. gliniin sonunda Onemli bir azalma
gostermistir (p < 0.01). Ayrica, uzun siireli kuraklik stresinde (4. giin) artmig pNO seviyeleri
belirlenmistir ve bu durum bitkinin fotosentetik yaymim ile basa ¢ikamamasini isaret

etmektedir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Kuraklik stresinin (KS) klorofil fliioresans parametreleri (Fy / Fn) tizerindeki etkisi ve L.
culinaris fidelerinde 151k tutma ve enerji kullanimi1 dengesi tizerine olan degisiklikler. Tiim
Olclimler ortalama degerler igin ii¢ biyolojik replikanin standart sapmasi olarak temsil
edilmektedir. Anlaml1 farkliliklarin test edilmesi igin Tukey testi yapilmistir. Yildiz isareti,
kontrol ve kuraklik-stres 6rnekleri arasinda ayni1 parametrenin 6nemli 6l¢iide farkli degerlerini
temsil etmektedir (*p < 0.05), (**p < 0.01) (Morgil ve dig., 2019).

Ornek Fu/Fm ®PSII ®NPQO ®NO gP ETR

1.giin 0,81£0,01 | 0,42+0,02 | 0,22+0,02 | 0,26£0,01 | 0,75+0,01 | 57,58+2,10
l.ginKS | 0,79+0,01* | 0,39+0,01 | 0,24+£0,04 | 0,340,090 | 0,56+0,02 | 49,62+1,15
4.giin 0,82+0,00 | 0,41£0,01 | 0,23+0,04 | 0,27+0,00 | 0,79+0,05 | 51,37+2,35
4.gin KS | 0,58+0,03** | 0,19+0,02* | 0,32+0,02* | 0,57+0,04%* | 0,310,04** | 25+],85%*

Biitiin bu fizyolojik ve biyokimyasal sonuglar mercimek fidelerinin su yetersizligi kosullarinda
oldugunu gostermektedir. Ayrica devam eden kuraklikta (4. giinde 1. giine oranla) tim

parametrelerin artisinin devam etmesi ile de desteklenmektedir.
4.2. RNA iZOLASYONU VE KUTUPHANE HAZIRLIGI

Mercimek bitkilerinin kok, gévde ve yaprak dokularinin farkli kuraklik zaman noktalarinda
hasat edilmesini takiben total RNA izolasyonlar1 yapildi. RNA o6rneklerinde herhangi bir
bozunma ve genomik DNA kontaminasyonuna rastlamamak amaci ile %1’lik agaroz jelde
yiriitiilerek kontrolleri saglandi. Transkriptom dizileme analizinin basarili bir sekilde
gerceklesmesi, biiylik dlgiide total RNA‘nin kalite ve miktarina baghdir. Dolayisiyla RNA
numunelerinin miktar1 ve kalitesi Qubit® 2.0 spektrofotometresi (Invitrogen, ABD)
kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglarda total RNA‘larin ortalama miktar1 572,82 ng/ul
olarak ve ayrica RNA biitiinliigiinii gosteren RIN degerinin ise ortalama 8,41 olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: Dokuya 6zgii gergeklestirilen total RNA izolasyonlarmin kalite ve miktar sonuglart

Ornek kodu RIN Degeri Saflik Oran1 (260/280) Miktar (ng/ul)
Yaprak 1 8,16 1,89 810,2
Yaprak 2 8,56 1,92 780,6
Yaprak_3 8,49 1,95 546,6
Govde 1 8,55 1,86 688,2
Govde 2 8,24 1,92 598,3
Govde 3 8,27 1,88 778,2
Kok 1 8,33 1,95 336,7
Kok 2 8,66 1,96 369,4
Kok 3 8,45 1,86 2472

Dolayisiyla, saflastirilan total RNA degerlerinin transkriptom dizileme reaksiyonu igin istenilen
seviyede oldugu belirlenerek RNA-sek kiitiiphaneleri hazirlanma asamasina gecilmistir.
Kiitliphane hazirligi sonrasinda dizileme icin orneklerin kalite ve miktar kontrolleri 2100
BioAnalyzer (Agilent, Palo Alto, CA, ABD) kullanilarak degerlendirilmis ve Tru-sek RNA
ornek hazirlama protokoliinde belirtilen sekilde drneklerin boyutlarinin beklenen sekilde 200-
400 bp arasinda oldugu hem elektroferogram hem de jel goriintiisti ile dogrulanmustir (Sekil

4.2). Sonrasinda 6rnekler Illumina Truseq platformu kullanilarak sekanslanmustir.
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Sekil 4.2: Elde edilen RNA kiitliphanelerinin Bioanalyzer cihazi ile kalite ve miktar kontrollerini
gosteren elektroferogram ve jel goriintiileri.

4.3. TRANSKRIPTOM DIiZILEME ANALIZLERI
4.3.1. Sekanslama ve De novo birlestirme analizleri

[Mlumina Truseq platformu kullanilarak gergeklestirilen dizileme sonucunda, 64 nt baz

uzunlugunda cift yonlii (pair-end) ham okumalar ve yaklasik 60 Gbp boyutunda ¢ikt1 elde
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edilmistir. Elde edilen ham okumalar kalite kontrolden gecirilmis ve yiliksek kaliteli okumalar
olarak belirlenmistir. Yiiksek kaliteli okumalar Fred skoru (Q) ile degerlendirilen ve 20-60
arasinda bir deger c¢ikaran bir sonuctur ve Q20 degeri niikelotidin %99 oraninda dogru
okundugunu gdstermektedir. Trinity yazihm araci** (Zhao ve ark. 2011) ile 6rnekler ham
verilerin diisiik kaliteli okumalarini1 ortadan kaldirmak amaci ile analize tabi tutulmus ve 20
niikleotitten kisa okumalar ortadan kaldirilmistir (Q < 20). Diisiik kaliteli okumalarin ortadan
kaldirilmasi sonucu okumalar yiiksek kaliteli hale gelerek analizlere devam edilmistir (Q > 40,

~9699.99).

Transkriptom dizileme analizi sonucunda, Lens culinaris Medik. bitkisinin Sultan ¢esidinin tiim
dokularindan 64 niikleotid uzunlugunda yaklagik 568 milyon (568.571.434) temiz ham
okumalar elde edilmistir. De novo transkriptom veri ingaasi sonucunda ise, ortalama 950 nt
uzunlugunda 207.076 transkript elde edilmistir. Ayrica transkript uzunlugu ve de novo
transkriptom analizinin basaris1 arasindaki iliskiyi gdsteren N50 uzunlugu, 1.638 nt uzunlugu
ile 124.151 gen tespit edilmistir (Tablo 4.3). Transkript uzunluk dagilimi analizleri 94.449
transkriptin uzunlugunun (% 45.61) 500 ila 2.500 nt arasinda oldugunu ortaya koymustur. Ek

olarak, en kisa transkript 201 nt uzunlugunda iken, en uzun transkript 12.367 nt uzunlugundadir.

Tablo 4.3: Lens culinaris Medik. Sultan ¢esidinin transkriptom dizilemesi ve birlestirme analizi
istatistikleri (Morgil ve dig., 2019).

Oge Deger
Filtreleme sonrasi toplam temiz okuma sayist 568.571.434
Kesilmis okuma ¢iftlerinin ortalama uzunlugu (nt) 64
Birlestirilmis transkriptlerin toplam sayisi 207.076
Mbp cinsinden birlestirilmis transkript boyutu 196.5
Ortalama transkript uzunlugu (nt) 950
Contig uzunlugunun ortalama degeri 550
Transkriptlerin N50 degeri (nt) 1638

En uzun transkript uzunlugu (nt) 12.367
Toplam gen say1st 124.151

14 http:/frinityrnaseq.sourceforge.net/
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RNA-sek verileri dogrultusunda elde edilen de novo transkriptom birlestirme analizi onceki
caligmalara gore (Singh ve dig., 2017; Sudheesh ve dig., 2016) transkript sayis1 agisindan, kisa
ve uzun siireli kuraklik stres kosullarinda farkli dokularin kullanilmasindan dolayi, énemli
Olciide daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum, hem kisa siireli hem de uzun siireli
kuraklik stresi kosullar1 altinda kok, govde ve yaprak dahil olmak tiizere farkli mercimek
dokularinin kullanilmis olmasi ile agiklanabilir. Bu muhtemelen ¢ok sayida transkript ile daha

eksiksiz bir de novo transkriptom insaasi sonucunu vermistir.

4.3.2. L. culinaris De novo Transkriptom Analizinin Kalite ve Dogrulugunun

Degerlendirilmesi

CEGMA yazilim araci (Parra ve dig., 2007) de novo transkriptom kalitesini ve dogrulugunu
belirlemek i¢in kullanildi. Bu analiz sonucunda, 248 ana 6karyotik proteinin 246'siin (yaklasik
%99.2°¢e karsilik gelir), birlestirilmis transkriptomda tamamen Ortiistiigii belirlenmistir. Daha
sonra, tim okumalar Bowtie yazilim araci (Langmead ve dig., 2009) kullanilarak her bir RNA-
sek drneginin haritalama yilizdesini elde etmek i¢in birlestirilmis transkriptom analizine Blastx
yardimiyla eslenmistir. Sonuglar tim okumalarin  %92-96's1  basariyla birlestirilmis
transkriptlerle eslesmistir ve dolayisiyla birlestirmenin dogrulugu belirlenmis ve ileri analizlere
gecilmistir. Ek olarak transkriptom kalitesini degerlendirmek i¢in tam uzunlukta transkript
analizi yapilmistir. Sonuglarda, transkriptlerin %80'inin eslesme gosteren proteinler oldugu ve
tim eslesen proteinlerin %54'iniin (9.394 / 17.574) yiiksek oranda eslesmeye sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Transkriptlerin, BlastX kullanilarak Uniprot protein veritabaninda belirlenmesi

(Morgil ve dig., 2019).
Kapsama yiizdesi (%) Protein Sayimi Total Sayim
100 6.369 6.369
90 1.763 8.132
80 1.262 9.39%4
70 1.069 10.463
60 1.067 11.530
50 1.157 12.687
40 1.225 13.912
30 1.473 15.385
20 1.651 17.036
10 538 17.574
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4.3.3. Transkript Annotasyon Sonuclari

De novo transkripsiyon veri analizi sonucunda elde edilen veriler protein kodlayan mRNA’larin
yant sira protein kodlayaman transkriptleri de icerir. Bu durumda kodlanmayan transkriptlerin
elenmesi i¢in tiim agik okuma gercevelerinin (ORF) belirlenmesi gerekmektedir. Dolayisiyla
transkriptlerin olas1 agik okuma cercevelerinin (ORF) sayisini hesaplamak i¢in Trinity yazilim
araci kullanilmistir (Grabherr ve dig., 2011). Elde ettigimiz sonuglar, tiim doku ve saat
araliklarinda birlestirme islemi tamamlanmis transkriptlerin %72.8'inin (207.076 transkriptin
150.680’1) ORF'ye (ing. open reading frame, acik okuma gergeveleri) sahip oldugunu ortaya
koymustur. Annokript yazilim araci (Musacchia ve dig., 2015), bu ORF'lere agiklama yapmak
ve birlestirilmis transkriptlerin varsayilan uzun kodlamayan RNA'larin1 (IncRNA) belirlemek
icin kullanilmisgtir. Bu analiz i¢in kullanilan Swiss-prot ve UniRef veritabanlarinda sirasiyla
96.549 ve 138.111 IncRNA’nin varlig1 tanimlamistir. Ek olarak, 8730 olas1 IncRNA'lar (p <
0.05 ve maksimum ORF: 100 uzunlugu) belirlenmistir. L. culinaris'in de novo transkriptom
ingaas1 ile tamimlanan transkriptler Medicago truncatula ile belirgin bir benzerlik (%34.6)
gostermistir, bunu Cicer arietinum (%18.3) ve Papilionoideae (%12.9) ile takip etmistir (Sekil
4.3 ve EK 1). Sonuglar, C.arietinum ve M. truncatula ile en fazla benzerlik gésteren mercimek
¢izgisinin literatiirde dnce yaymlanmis sonuglarla tutarli olmasi ile sonuglanmstir (Singh ve
dig., 2017; Sudheesh ve dig., 2016). Sonuglar incelendiginde, mercimek gesidinin (Sultan)
Papilionoideae (%12.9) ile iiclincii en yiiksek homolojiye sahip oldugu ise literatiirdeki diger

bilgilerden farklidir.
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@® Maedicago trucatula
@ Cicer arietinum
{ Papilionoideae
® Glycine max
@ Fusarium
@ Pisum sativum
Phaseoleae
@ Rhizopus delemar
' Glycine soya
® Ssoya
Digerleri

Sekil 4.3: Transkriptlerin UniProt Top-Hit tiir dagilimi (Morgil ve dig., 2019).

4.3.4. Gen Ontoloji (GO) ve Metabolik Yolak Analizi (KEGG)

Gen Ontolojisi (GO), bir gen iirlinliniin biyolojisinin yonlerini tanimlamak i¢in ortak bir dil
saglamak tizerine kuruludur. Biyolojik siirecin (biological process), molekiiler fonksiyonun
(molecular function) ve gen iirlinlerinin hiicresel bileseninin (cellular component) tanimlanmasi
icin kullanilir. Bu terimler, organizma veri tabanlari tarafindan gen iiriinlerinin nitelikleri olarak
kullanilir ve GO terimleriyle ifade edilmesi ile benzer siireclere, fonksiyonlara ve bilesenlere

dahil olan gen iiriinlerinin sorgulanmasina izin verir.

Transkripsiyon transkriptlerinin biyolojik dnemini anlamak i¢in, gen ontolojisi (GO) terim
zenginlestirme analizi DAVID yazilim araci ile gergeklestirilmistir (Dennis ve dig., 2003). Gen
Ontolojisi (GO) de novo birlestirilmis transkriptleri ii¢ kategoriye ayirmak i¢in kullanilmstir:
Biyolojik siire¢ (BP), molekiiler fonksiyon (MF) ve hiicresel bilesen (CC). L. culinaris
transkriptlerinin (%42.2) 87.298'i icin GO analizi yapilmis ve GO kategori atamalar1t WEGO®®
yazilim araci tarafindan cizilmistir (Sekil 4.4). Hiicresel bilesen (CC) kategorisi, sirasiyla
14.248 (%62.1) ve 53.935 (%61.8) transkript ile major oran i¢in hiicre ve hiicre kisimlarina
dahil olan 14 fonksiyonel sinif icermektedir. Molekiiler fonksiyon (MF) kategorisinde ise,
44.114 transkript (%50.5) ile katalitik aktivite ve 44.003 transkript (%50.3) ile baglanma
(binding) ile ilgili siniflar goze carpmustir. Biyolojik siire¢ (BP) kategorisinde ise, hiicresel

15 http://wego.genomics.org.cn/
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siire¢ ve metabolik siire¢ siniflar1 en fazla transkriptlere sahiptir, sirasiyla hiicresel siireclerde
41.589 (%47.6) ve metabolik siireglerde 35.237 (%40,4) transkript belirlenmistir. Ek olarak,
11.692 (%13.4) transkript pigmentasyon grubu altinda ve 9.824 (%11.3) transkript ise

uyaranlara yanit olarak siniflandirilmistir.

10

Genlerin ylizdesi

0.01

0.001

Hucresel Bilesen Molekiiler Fonksiyon Biyolojik Sturec

Sekil 4.4: L. culinaris'deki transkriptlerin gen ontolojisi (GO) fonksiyonel siniflandirmasi. GO
dagilimimin gorsellestirilmesi, WEGO yazilim araciyla ii¢ ana kategori (biyolojik siireg,
molekiiler fonksiyon, hiicresel bilesen) i¢in GO seviye tanimlamalar1 kullanilarak yapilmistir
(Morgil ve dig., 2019).

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), genomik ve molekiiler diizeydeki
bilgiden hiicre, organizma ve ekosistemde bu bilginin iist diizey islevlerini ve biyolojik sisteme

faydalarin1 anlamak i¢in kullanilan bir veritabani kaynagidir. Buna ek olarak KEGG en

Gen sayisi
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kapsamli metabolik yolak veri tabani olarak kullanilmaktadir. L. culinaris'in sahip oldugu
biyolojik yollar1 tam olarak ortaya c¢ikarmak igin, biitiin birlestirilmis diziler KAAS (KEGG
Automatic Annotation Server)® internet arac1 kullanilarak ifade edilen her bir transkript BlastN
(value < 1e-10) algoritmasi ile metabolik yolakta yer alan genlere haritalanmistir ve her bir
transkript i¢in KO (ing. KEGG Ortology) numarasi elde edilmistir. Bu elde edilen numaralar
transkriptlerin deneysel belirlenmis genler ile ortiistiiglinii gostererek hangi yolaklar {izerinde
etkili oldugunun belirlenmesini saglamistir. Daha sonra KEGG API’si!’ kullanilarak
transkriptler yolaklara eslenmistir. Burada KEGG API (uygulama programlama ara yiizii),
hiicresel siire¢lerde biyokimyasal yollarin arastirilmasi ve hesaplanmasi veya tamamen dizilen
genomlardaki genlerin analiz edilmesi gibi KEGG tabanli analizlerin 6zellestirilmesini
saglayan bir programlama ara ylizii olarak tanimlanir. Sonuglar incelendiginde, 25.829
transkript 399 farkli KEGG yolag: ile ortismistir (EK 2). En fazla sayida benzersiz
transkripsiyona sahip olan yolaklar, metabolik yolaklar (848 iiye), sekonder metabolitlerin
biyosentezi (389 iiye), antibiyotiklerin biyosentezi (213 iiye), g¢esitli ortamlarda mikrobiyal
metabolizma (168 iiye), ribozom (127 iiye), karbon metabolizmasi (107 iiye), amino asitlerin

biyosentezi (107 tiye) ve oksidatif fosforilasyon (104 iiye) olarak siralanmistir (Sekil 4.5).

16 http://www.genome.jp/tools/kaas/
7 http:/fwww.kegg.jp/kegg/rest/keggapi.html
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® Metabolik yolaklar
® Sekonder metabolitlerin sentezi
© Antibiyotiklerin sentezi
® Cesitli kosullarda mikrobiyal metabolizma
® Ribozom
® Karbon metabolizmasi
® Amino asitlerin biyosentezi
® Oksidatif fosforilasyon
Splisozom
® Endoplazmik retikulumda protein islenmesi

Sekil 4.5: Tlk en yiiksek transkript sayisina sahip olarak eslesme gésteren 10 KEGG yolag:. Pasta
grafikteki sayilar, KEGG yolaklar ile eslesme gosteren transkript sayisini temsil eder (Morgil
ve dig., 2019).

4.3.5. Kuraklik Stresi Altindaki Yaprak ve Kok Dokularinda Farkli Eksprese Olan

Genlerin (DEGs) Tanimlanmasi

Farkl1 ekspresyon analizi, normallestirilmis okuma sayisi verilerinin alinmas1 ve deney gruplari
arasindaki ekspresyon seviyelerindeki kantitatif degisimlerin kesfedilmesi igin istatistiksel
analiz yapilmasi anlamina gelir. Ornegin, belirli bir gen i¢in, okuma sayimlarinda gézlemlenen
bir farkin, yani dogal rastlantisal varyasyon nedeniyle beklenenden daha biiyiik olup
olmadigina karar vermek icin istatistiksel testler kullanilarak belirlenmesidir. Bu amagla bu tez
caligmasinda yaprak ve kok dokularinda kisa (1. giin) ve uzun siireli kuraklik (4. giin)
kosullarinda genom diizeyinde transkripsiyonel degisiklikleri tanimlamak ig¢in, RNA-sek
verilerinden DEG analizleri gergeklestirilmistir. Baglangigta, ifade degerlerini (milyonda
sayim) kullanarak biyolojik replikatlar arasindaki tekrarlanabilirligi degerlendirmek i¢in
Pearson korelasyon testi gergeklestirilmistir. Her bir numunenin biyolojik replikatlar1 arasinda

giiclii bir korelasyon (R? > 0.95) belirlendikten sonra (Sekil 4.6), her iki dokuda kuraklik
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kosullar altinda farkli sekilde eksprese olan genleri (DEG'ler) tanimlamak i¢in edgeR yazilim

aract kullanilmstir.

Kok.KS(+).4.glin.Repl
Kok.KS(+).4.glin.Rep2
Kok.KS(-).1.glin.Repl
Kok.KS(+).1.glin.Rep2
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Kok.KS(-).1.giin.Rep2
Kok.KS(-).4.glin.Rep2
K&k.KS(-).4.glin.Repl
Yaprak.KS(-).4.giin.Rep2
Yaprak.KS(-).4.giin.Rep1l
Yaprak.KS(-).1.glin.Rep2
Yaprak.KS(-).1.giin.Repl
Yaprak.KS(+).1.giin.Rep2
Yaprak.KS(+).1.giin.Rep1l
Yaprak.KS(+).4.glin.Rep2
Yaprak.KS(+).4.giin.Rep1l

1

! |
! 1 I 1

¢ PO |

[
lll

|

;;;;JEJ;KXXXXXXK

0: 0: 0: 0: O: O: O: O

TT TV UVTTTVTO & x X X x A A Color Key
S A A NN EEREE

0 0 O 00000 XRXKXXXXXX F

SR KW AN A M A RN NN
ARRARXRRXRXRARLLLE+ L+ +
VOO T T —

R R R R OROIORO ol i gl o Tl

A A e L T
DhppRRARMCLCCCE e O

Ga o o o 0 G0 G0 o 3 3 3 5353 33 075 09 1
cococo SEC Ly p iy g Pearson's rvalue
3333232300000 8 00

P EE R T T T T
PAIPPoannpp PONNARRRR

ST TTDUTUTTUTT

P RNRNFPNEN

Sekil 4.6: Kuraklik stresi (KS (+)) ve stressiz kosullar (KS (-)) altindaki 1. giin ve 4. giin kok ve
yaprak 6rneklerinin biyolojik replikatlar arasindaki transkriptlerin tekrarlanabilirliginin
karsilastirilmasini gosteren korelasyon haritasi. Her bir numunenin transkript (CPM, milyonda
okuma sayis1) seviyesi i¢in biyolojik replikatlar1 arasinda giiglii bir korelasyon (R?> 0.95)
oldugu belirlenmistir (Morgil ve dig., 2019).

Tanimlanan tiim DEG'ler ek halinde Morgil ve dig., (2019) yayminda verilmistir. Kuraklik
stresinin ilk giiniinde, transkripsiyonel diizenlemeler yaprak dokularinda kok dokularina oranla
onemli Ol¢lide degismistir oyle ki DEG'lerin sayisi yaprakta 6.949 iken, kokte 2.915 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.7a). Bunlar arasinda 2.725 gen yaprak dokusunda ve 1.745 gen kok
dokusunda artan ekspresyon (upregulation) gosterirken, 4.224 gen yaprak dokusunda ve 1.170
gen kok dokusunda sirasiyla azalan ekspresyon gostermistir (Sekil 4.7a). Benzer analiz, uzun
stireli kuraklik kosullarina maruz kalan dokularda uygulanmig RNAsek verilerinde
gerceklestirilmistir. Sekil 4.7a'da goriilebilecegi gibi, koklerdeki DEG'lerin sayisinda belirgin
bir artis olmus dyle ki 2.915'den 18.327'ye yiikselmistir. Bu durum koékte, mercimekte uzun
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stireli kuraklik stresinin, kok dokusunda gen regiilasyonu {izerinde biiyiik bir etkisi oldugunu
gostermistir. Ote yandan, bitkilerin kuraklik stresine uzun siireli maruz kalmas1 durumunda
yapraktaki DEG'lerin sayisinda (6.949'dan 8.306'ya) da degisiklik olmustur. Kisa siireli
kuraklik stresi altinda yaprak ve kok drneklerinde DEG'lerin (6.949’a karsilik 2.915) sayilarinin
karsilastirilmasi, L. culinaris'de yapraklarin kok dokularina oranla daha hizli bir sekilde adapte
oldugunu ve su kaybina karsi transkripsiyon diizeyinde daha hizli bir tepkiye yol actigimi
gostermistir. Biiylik olasilikla mercimek bitkisi koklerinde uzun vadeli kuraklik kosullari ile
basa c¢ikmasi i¢in gen regiilasyonunun daha karmasik diizenlenmeye sahip oldugunu

diistindiirmektedir.
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Sekil 4.7: 1. ve 4. giinlerde yaprak ve kok orneklerinde kuraklik stresi altinda (2) farkli olarak ifade
edilen genlerin sayist (DEG). (b) Venn diyagrami, kuraklik stresinin 1. ve 4. giinlerinden sonra
yaprak ve kok dokularindaki DEG'lerin sayisini ve her bir gen kiimesi arasindaki ortiismeyi
gosterir (Morgil ve dig., 2019).

4.3.6. Kisa ve Uzun Siireli Kurakhk Kosullarinda Kok ve Yapraklar Arasindaki
DEG'lerin Karsilastirilmasi

Her bir ornek i¢cin DEG'lerin tanimlanmasindan sonra, iki farkli zamandaki kuraklik
kosullarinda her iki dokudaki ortak ve drnek spesifik DEG'ler belirlenmistir (Sekil 4.7b). Analiz
sonucu 195 DEGs her kosulda ve dokuda ortak olarak diizenlendigini gostermistir (Sekil 4.8a-
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¢, Ek 3). 195 DEG i¢in GO terim zenginlestirme analizi (GO term enrichment analysis)
gerceklestirmistir ve Onemli Olgiide biyolojik silireg (BP), molekiiler fonksiyon (MF)
yolaklarinda farkli eksprese olan genler belirlenmistir (Sekil 4.8a-c, Ek 3). En etkili biyolojik
stirecler, transkripsiyonun diizenlenmesi (regulation of transcription) (19 DEGs), DNA-kalip
transkripsiyon (DNA-templated transcription) (18 DEGs), absisik aside yanit (response to
absisic acide) (9 DEGs) ve su eksikligine yanittir (response to water deprivation) (7 DEGs)
(Sekil 4.8a, Ek 3). Kisa ve uzun vadeli kuraklik kosullarinda, kok ve yaprak dokularinda
belirlenen DEG'lerin spesifik biyolojik siireglerdeki GO terim zenginlestirme analizi
gergeklestirilmistir. Sonug¢larda kok dokusunda her iki kuraklik kosullarinda 1.159 DEG
saptanmugtir (Sekil 4.7b). Bu DEG’ler arasinda 6nemli dl¢iide (p < 0.05) artan ekspresyon
gostermis olan baslica biyolojik siiregler; transkripsiyon, transkripsiyonun diizenlenmesi ve
protein ubikitinasyonu olarak belirlenmis, azalan ekspresyon gosterenler ise 6nemli dlgiide (p
< 0.05); protein fosforilasyonu (protein phosphorylation), transport sistemleri (transport) ve
tirozin kinaz sinyal yolagi (tyrosine kinase signaling pathway) olarak belirlenmistir (Sekil 4.9a,
Ek 3). Ote yandan, 1.699 DEG, &zellikle kisa siireli kuraklik kosullarinda ifade edilirken,
17.148 DEG ise uzun vadeli kuraklik durumu altinda farklilik gostermistir (Sekil 4.7b).
Kuraklik durumunun 4. giiniinde DEG'lerin ¢ok yiiksek olmasi sasirticidir. Tiim bu DEG'lerin
biyolojik siiregler arasinda nasil dagildigim1 gormek i¢in yine GO zenginlestirme analizini
gerceklestirilmistir. Sekil 4.9a'da goriilebilecegi gibi, kuraklik durumunun 1. giiniinde, artan ve
azalan ekspresyon gosteren yolaklarin bazilart protein transportu (protein transport), ABA'ya
yanit (response to ABA), RNA ekleme (RNA splicing), ¢igek gelisimi (flower development),
nitrat taginmasi (nitrate transport), sterol biyosentezi (sterol biosynthetic processsis) gibi
ortadan kalkarak yerine 4. giinde yeni biyolojik siireglerin (protein fosforilasyonu (protein
phosphorylation), mismatch onarimi (mismatch repair), tohum dormasisinin sonlanmasi ile
embriyo gelisimi (embryo development ending in seed dormancy), hiicre boliinmesi (cell
division) ve tekrar eden DNA birimlerinin DNA replikasyonu boyunca onarimi (DNA
replication maintenance of the DNA repeat element) gibi artan veya azalan diizenlenmeleri

goriinmektedir.
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Sekil 4.8: Her iki zaman ve dokuda belirlenmis ortak 195 DEGs’in 6nemli 6l¢iide zenginlestirilmis (p
< 0.05) GO terimi analizi; (a) biyolojik siiregler, (b) molekiiler fonksiyonlar ve (c) hiicresel
bilesenler (Morgil ve dig., 2019).

1. giin ile 4. giin yaprak 6rnekleri arasinda DEG'lerin karsilastirilmasinda ¢ok benzer bir egilim
gozlenmistir. DEG'lerin ve biyolojik siireclerin ¢cogunlugu baskin olarak (transkripsiyon
(transcription), transkripsiyonun diizenlenmesi (regulation of transcription), aktif sinyalleme
yolagi (activated signaling pathway) ve su yoksunluguna tepki (response to water deprivation)
gibi) hem kisa siireli hem de uzun siireli kuraklik kosullarinda belirlenmistir (Sekil 4.9a, Ek 3).
Ek olarak, bazi yolaklar uzun siireli kuraklik kosullar1 altinda spesifik bir farklilik gostererek
diizenlenmistir. Bunlar arasinda artan ekspresyon seklinde diizenenlenenler; soguga karsi cevap
(response to cold), tuz stresine cevap (response to salt stress) ve ubikitin bagimli protein

katabolik siire¢ (ubiquitin-dependent protein catabolic process) iken, azalan ekspresyon
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gosterenler; kloroplast organizasyonu (chloroplast organization), sirkadiyen ritim (circadian
rhythm), hiicre oliimiinlin pozitif diizenlenmesi (positive regulation of cell death) ve 151k
uyarimina hiicresel yanit (cellular response to light stimulus) olarak siralanabilir (Sekil 4.9a, Ek
3). Tiim bu sonuglar farkli kuraklik kosullarinda farkli gen kiimelerinin diizenlendigini ortaya
koymustur ayrica devam eden kuraklik stresi gen transkripsiyonunu, yaprak ile
karsilastirildiginda koklerde yogun bir sekilde diizenlendigini ortaya koymustur (Sekil 4.9b, Ek
3).
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Sekil 4.9: L. culinaris'in yaprak ve kok dokularinda 6nemli 6l¢iide zenginlestirilmis gen ontolojisi
(GO) biyolojik siiregleri (BP). Her bir panel, (a) yaprakta 1. giin ve 4. giin 6rneklerinde ve (b) 1.
giin ve 4. giin 6rneklerinde 6nemli 6l¢iide zenginlestirilmis GO biyolojik siireclerini
gostermektedir. Yildizlar, 1. giin ve 4. giin 6rneklerinde 6nemli 6l¢giide diizenlenmis BP
terimlerini belirtir. Her bir BP terimi i¢in zenginlestirilmis genlerin sayisi hem mavi hem de
kirmizi renklerle temsil edilir. Azalan ekspresyon gosteren genler mavi renkle temsil edilirken
artan ekspresyon gosteren genler kirmizi renkle temsil edildi (Morgil ve dig., 2019).
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DEG'lerin kuraklik stresine maruz kalan kok ve yaprak hiicrelerinde fonksiyonel olarak
siniflandirmak i¢in yapilan GO terim zenginlestirme analizi sonrasinda, Cytoscape'deki
(v2.8.3)'8 BINGO eklentisi (v2.44)'° kullamilarak bir ag olusturmak icin korelasyon analizi
yapilmigtir (Tardu ve dig., 2016). Atanmis GO terimlerinden biyolojik siire¢, molekiiler
fonksiyon ve hiicresel bilesenler gruplandirilarak 4. giindeki yaprak (Sekil 4.10-12) ve
koklerdeki (Sekil 4.13-15) DEG'lerin fonksiyonlarini siniflandirmak i¢in kullanilmistir. Sekil
4.10-15 en anlamli sekilde zenginlestirilmis (p <0.0001) GO terimleri gosterilmektedir.

GO biyolojik siire¢ kategorisinde, 4. giinde yapraklarda kurakliga cevap olarak diizenlenen
Sekil 4.10’daki GO terimi ag analizi sonuglarinda gosterildigi gibi, metabolik islemler, hiicresel
islemler, uyartya cevap islemleri, biyolojik regiilasyon islemleri ve ritmik islemler 6nemli
olgiide birbiri ile iliskili durumdadir (p <0.0001). Ek olarak, molekiiler fonksiyon agi analizi,
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, protein ve niikleik asit baglayici islemler ve katalitik
aktivite islemleri ile ilgili genlerin 6nemli 6lgiide (p <0.0001) baglantili oldugunu géstermistir
(Sekil 4.11). Hiicresel bilesenlere iliskin analizler, hiicre, hiicreler aras1 kisimlar ile 6zellikle
kloroplast membranlarini igeren komplekslerin, L. culinaris’in kuraklik cevabinda 6nemli bir

(p <0.0001) rol oynadigini gostermistir (Sekil 4.12).

18 http://www.cytoscape.org/
19 http://apps.cytoscape.org/apps/bingo


http://www.cytoscape.org/
http://apps.cytoscape.org/apps/bingo
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Sekil 4.10: Cytoscape BINGO eklentisi kullanilarak 4. giin yaprak 6rneklerinin biyolojik islemler
kategorisine ait tiim DEG'leri igin yapilmis fonksiyonel zenginlestirme analizi. Sar1 ve turuncu
daireler, anlamli zenginlestirilmis terimleri temsil eder (p <0.0001). Beyaz daireler, anlamli bir

zenginlesmeye sahip olmayan terimlerdir, ancak anlamli terimler ile baglantili olduklari i¢in
sekle dahil edilmistir.
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Sekil 4.11: Cytoscape BINGO eklentisi kullanilarak 4. giin yaprak drneklerinin molekiiler fonksiyon
kategorisine ait tiim DEG'leri i¢in yapilmis fonksiyonel zenginlestirme analizi. Sar1 ve turuncu
daireler, anlamli zenginlestirilmis terimleri temsil eder (p <0.0001). Beyaz daireler, anlaml1 bir

zenginlesmeye sahip olmayan terimlerdir, ancak anlamli terimler ile baglantili olduklari i¢in
sekle dahil edilmistir.
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Sekil 4.12: Cytoscape BINGO eklentisi kullanilarak 4. giin yaprak 6rneklerinin hiicresel bilesen
kategorisine ait tim DEG'leri i¢in yapilmis fonksiyonel zenginlestirme analizi. Sar1 ve turuncu
daireler, anlamli zenginlestirilmis terimleri temsil eder (p <0.0001). Beyaz daireler, anlamli bir

zenginlesmeye sahip olmayan terimlerdir, ancak anlamli terimler ile baglantili olduklar1 i¢in
sekle dahil edilmistir.

GO biyolojik siire¢ kategorisinde, 4. giinde koklerde kurakliga cevap olarak diizenlenen Sekil
4.13'deki GO terimi ag analizi sonuglarinda yapraklara benzer sekilde, metabolik islemler,
hiicresel islemler, uyariya cevap islemleri, biyolojik regiilasyon islemleri ve ritmik islemler
onemli 6lgiide birbiri ile iliskili durumdadir (p <0.0001). Ancak yapraklardan farkli olarak
gelisimsel siiregleri iceren yolaklar koklerde onemli dlgiide (p <0.0001) kurakliga cevaba
katkida bulunmuslardir. Molekiiler fonksiyon ag1 analizinde ise, DNA baglayici proteinlerin
aktivasyonu ve sinyal iletim iglemlerine ait genlerin 6nemli Sl¢iide (p <0.0001) baglantili

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14). Hiicresel bilesenlere iliskin analizler, hiicre ve organel
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kisimlari ile 6zellikle nukleusa ait hiicresel komponentlerin, L. culinaris’in kuraklik cevabinda

6nemli bir (p <0.0001) rol oynadigin1 gostermistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.13: Cytoscape BINGO eklentisi kullanilarak 4. giin kok drneklerinin biyolojik islemler
kategorisine ait tim DEG'leri i¢in yapilmis fonksiyonel zenginlestirme analizi. Sar1 ve turuncu
daireler, anlamli zenginlestirilmis terimleri temsil eder (p <0.0001). Beyaz daireler, anlamli bir

zenginlesmeye sahip olmayan terimlerdir, ancak anlamli terimler ile baglantili olduklar1 i¢in
sekle dahil edilmistir.
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Sekil 4.14: Cytoscape BINGO eklentisi kullanilarak 4. giin kok 6rneklerinin molekiiler fonksiyon
kategorisine ait tim DEG'leri i¢in yapilmig fonksiyonel zenginlestirme analizi. Sar1 ve turuncu
daireler, anlamli zenginlestirilmis terimleri temsil eder (p <0.0001). Beyaz daireler, anlaml bir

zenginlesmeye sahip olmayan terimlerdir, ancak anlamli terimler ile baglantili olduklari i¢in
sekle dahil edilmistir.
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Sekil 4.15: Cytoscape BINGO eklentisi kullanilarak 4. giin kok 6rneklerinin hiicresel bilesen
kategorisine ait tiim DEG'leri i¢in yapilmis fonksiyonel zenginlestirme analizi. Sar1 ve turuncu
daireler, anlamli zenginlestirilmis terimleri temsil eder (p <0.0001). Beyaz daireler, anlaml1 bir

zenginlesmeye sahip olmayan terimlerdir, ancak anlamli terimler ile baglantili olduklar1 i¢in
sekle dahil edilmistir.

4.4, GERCEK ZAMANLI KANTITATIF PCR (RT-PCR) ILE RNA-SEK
SONUCLARININ DOGRULANMASI

Gergek zamanli kantitatif PCR analizi, RNA-dizileme sonucunda farkli eksprese olan genlerin
dogrulanmasinda kullanilan bir yontemdir. Bu amacgla, RNA-dizileme sonuglarini dogrulamak
icin, yaprak ve kok orneklerinden 12 adet DEG secilerek primer dizayn edilmis (Tablo 3.1) ve
transkripsiyon seviyeleri RT-PCR ile olglilmiistiir. Ekspresyon seviyesi Ornekler arasinda
degismeyen B-tubulin bir i¢ referans geni olarak kullamilmustir. ilk olarak her bir &rnekten
toplam RNA'lar izole edilmis ve toplam RNA'min cDNA'lara doniistiiriilmesinden sonra, RT-
PCR uygun primerler kullanilarak gergeklestirilmistir. RT-PCR ve RNA-sek verilerin
karsilastirilmas1  sonucunda, hem RT-PCR (B-tubulin genine goére hesaplanan katlama

degisimleri, 22T yontemi) hem de RNA-dizileme verilerinde, her bir gen icin benzer
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transkripsiyonel seviye gostermistir, bu da RNA-dizileme sonuglarinin giivenilir oldugunu ve
her iki yontem kullanilarak elde edilen sonuglarin karsilastirilabilir oldugunu gdstermistir.
Ayrica her iki yontem kullanilarak elde edilen verilerin istatistiksel olarak karsilastirilabilir

oldugunu gostermistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: Secilen primerlerin RNA-sek sonuglari, {i¢ bagimsiz biyolojik kopya ile RT-PCR sonuglari
ile dogrulandi (Hata ¢ubugu: SD; n = 6). Y ekseni, transkript degisikliklerini (log2 kat) ve x
ekseni gen kimliklerini gosterir. (a) DEG'ler 1. giin kok ve yaprak orneklerine aittir. (b) DEG'ler
4. giin kok ve yaprak drneklerine aittir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Abiyotik stres, diinya genelinde, gida {iretimi ve giivenligini kisitlayan en biiyiik etmenlerden
biridir. Kiiresel iklimdeki sert ve hizli degisimler nedeniyle abiyotik streslerin etkisi
artmaktadir. Azalan bitki verimi, son yillarda bitki arastirmacilarini, ¢evresel strese karsi bitki
tolerans mekanizmalarini aydinlatmaya yonlendirmistir. Daha verimli bitki yetistiriciligi igin
bu streslerle ilgili fizyolojik, biyokimyasal ve ekolojik miidahaleleri anlamak ¢ok 6nemlidir.
Literatiirdeki her yeni bilgi, degisen cevre kosullarinda, yiiksek verimli c¢esitlerin
gelistirilmesini saglayan iiriin yetistirme mekanizmalarinin aydinlanmasini saglar. Strese karsi
bitkilerin verdigi tepkiler, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal sekilde cok ¢esitli
olabilmektedir. Bu tepkilerin molekiiler diizeyde belirlenmesi verimli bitki segiliminde
kullanilacak isaretleyicilerin belirlenmesine ve toleransinin anlasilmasina, dolayisi ile bitki
1slahinda kullanilabilecek aday genlerin tanimlanmasina yardimci olacaktir. Kuraklik,
kuskusuz, bitki biiytimesi, verimi ve iiriin eldesi tizerinde olumsuz etkiye sahip olan en 6nemli
stres faktoriidiir. 1964-2007 yillarinda yasanan ekstrem hava kosullari tahil iiretimini olumsuz
etkilemis ve yasanan kurakliklar diinya genelinde hububat {iretimini ortalama %10 azaltmistir
(Lesk ve dig., 2016). Kuraklik toleransindan sorumlu gen ve alellerin basarili segilimindeki ana
zorluk, strese karsi bitki yanitinin karmasikligidir. Transkriptomik ¢alismalar bu karmasikligin

derinlemesine profillenmesine olanak saglayan stratejilerdendir.

Genel olarak,  kuraklik  altindaki  bitki  sagkalim  stratejileri,  azaltilmis
transpirasyon/hidrotropizm gibi gegici cevaplar olarak ortaya c¢ikabilir. Uzun siiren
kurakliklarin yasanmasi sonucunda ise daha derin kok sistemi ile sonuglanan gelisimsel
degisiklikler, yaprak alaninin azaltilmasi, su kaybinin en aza indirilmesi ve su aliminin
tyilestirilmesine izin veren ozmotik durumun ayarlanmasi seklinde gozlemlenebilir (Hu ve
Xiong, 2014). Hem kisa hem de uzun siireli cevaplar, bitki metabolizmasinin 6nemli dlgiide
yeniden insasina ve ¢ok sayida genin ekspresyonundaki daha fazla degisiklige dayanir.
Bitkilerin kuraklik stresine duyarlilig, stres derecesine, farkl stres faktorlerine, bitki tiirlerine
ve gelisim evrelerine bagli olarak sekillenmektedir (Demirevska ve dig., 2009). Bitkilerin
kurakliga kars1 adaptasyonlari, bitki biiylimesi ve yapisindaki degisiklikler, biiyiime hizi, doku
ozmotik potansiyeli ve antioksidan savunma stratejileri gibi fizyo-biyokimyasal siireglerde

uyarlanabilir degisikliklere yol acan farkli olaylarin sonucudur (Duan ve dig., 2013).
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Kurakligin ilk ve en 6nemli belirtisi zayif morfolojik durumun olusmasidir (Mohammed ve
dig., 2002). Turgor basincindaki azalmaya bagli olarak hiicre biiylimesinin yavaslamasi,
kurakliga en duyarli fizyolojik siire¢lerden biri olarak kabul edilir. Biiylime, meristematik hiicre
boliinmeleri ile geng hiicrelerin genisleyerek yayilmasi sonucu kardes hiicre liretiminin bir
sonucudur. Siddetli kuraklik altinda biiyiime, bitkilerin hiicre uzamasi1 ve ksilemden g¢evre
hiicrelere dogru su akisinin kesilmesiyle engellenir (Nonami, 1998). Calismamizin ilk deneysel
sonucu olarak mercimek tohumlarimin farkli PEG konsantrasyonlarinda canlilik oranlar
hesaplanmis ve %15 PEG varliginda yetisen tohumlar, kontrol grubuna gore %60 oraninda
yasamsal devamliklik gostermistir. Bunun aksine %15’e oranla %20 ve %25 PEG
konsantrasyonunda yetistirilen tohumlarin ¢imlenme oranlar1 sirasiyla %10 ve %]1 olarak
belirlenmistir. Bu yasamsal devamlilik oranlar1 c¢alismamizin devami igin kullanilacak
optimum kuraklik dozunun %15 PEG konsantrasyonu olmasi sonucunu elde etmemizi
saglamistir. Benzer sekilde Bradford ve dig. (1990) artan PEG konsantrasyonuna karsin azalan
yasamsal devamliligin, tohum ¢imlenmesi esnasinda hiicre su alinimindaki azalmanin embriyo
biiyiimesindeki yavaslamaya neden oldugunu rapor etmislerdir. Schuppler ve digerlerinin
(1998) yaptig1 ¢alismada, kuraklik stresi altinda yavas hiicre boliinmesi sonucu gozlemlenen
diisiik ¢gimlenme oraninin muhtemelen azalan CDK (siklin bagimli kinazlar) aktivitesinin bir
sonucu oldugu ileri siiriilmiistiir. Hiicre siklusunun dolayisiyla hiicre boliinmesinin, CYC
(siklinler), CDK (siklin bagimli kinazlar) ve CKI (siklin bagimli kinaz inhibitorleri) tarafindan
kontrol edildigi gosterilmistir (Schuppler ve dig., 1998). Burada kuraklik sonucu azalan CDK
aktivitesi, CYC ve CDK'larin transkripsiyonun baskilanmasinin ve CKI’larin uyarilmasinin
kombine etkilerinin bir sonucu olabilir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan erken ve geg
kuraklik evresinin transkripsiyon analizlerinde belirlenmis GO terimleri arasinda yer alan
protein fosforilasyon sinyal yolunun azalan ekspresyonu bu sonucu destekleyebilir (temsil
edilen gen sayist: erken evrede 147, ge¢ evrede 307°dir). Oyle ki hiicre siklusundan sorumlu
CDK’lar, hedef proteinlerin, serin, tirozin ve treonin aminoasitlerine fosfat grubu baglayarak
onlar1 aktive etmektedir. Dolayisiyla kurakligin sebep oldugu protein fosforilasyonunun azalan
ekspresyonu sonucu CDK’larin baskilandigi ve hiicre tiremesinin yavasladigi diisiiniilmektedir
(Schuppler ve dig., 1998).

Kuraklik gibi baglica abiyotik stres faktorleri, onemli fizyolojik siiregleri ve biyokimyasal
mekanizmalar1 olumsuz yonde etkiler ve diinya ¢capinda mahsul verimliliginde ciddi kayiplara

neden olur. Bitkiler bu stres faktorlerine karsi saglikli durmak i¢in c¢esitli stratejiler gelistirir.
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Bitkilerin kuraklik stresini hafifletmek igin gosterdigi ortak tepkilerden biri, osmoprotektanlar
olarak bilinen prolin, glisin betain, kolin, o-siilfat ve polioller gibi organik ¢oziiciilerin sentezi
ve birikmesidir (Klepek ve dig., 2005; Igbal ve dig., 2014; Farooq ve dig., 2015). Prolin
birikimi, bitkilerin kuraklik stresi basta olmak lizere ¢esitli abiyotik streslere verdigi ilk
metabolik tepkilerden biridir ve biyokimyasal belirteg olarak kabul edilir (Per ve dig., 2017).
Osmoprotektanlar arasinda prolin, diisiik molekiiler agirlikli bir halkasal amino asittir ve stres
kosullarinda bitkilerde ozmotik ayarlamalar sagladigi bilinmektedir (Szabados ve Savoure,
2010). Calismamizda prolin miktart kurakligin erken (1. giin %10) ve ge¢ evresinde (4. glin
%40) koordineli olarak artis gdstermistir. Bu artig bitkilerde prolinin uyumlu bir osmolit olarak
kabul edilmesine ek olarak, stres varligini, adaptasyonunu ve sinyallesmedeki ¢oklu
fonksiyonlarini vurgulamaktadir (Chaves, 2009). Bitkilerde prolin, membran stabilizesini
saglayarak elektrolit sizintisin1 Onler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) konsantrasyonlarini
normal araliklara getirerek hiicre turgorunu dolayisiyla hiicrenin ozmotik dengesini korur ve
oksidatif patlamayr Onleyerek stres toleransi olusturur. Ayrica prolin, mitokondriyal
fonksiyonlar1 diizenlemek, hiicre proliferasyonunu veya hiicre 6liimiinii etkilemek ve stresten
kurtulmak i¢in gerekli olabilecek spesifik gen ekspresyonunu tetiklemek igin bir sinyal
molekiilii olarak gorev yapabilir (Szabados ve Savoure, 2010). Tiim bunlara ek olarak prolin
ciceklenme, polen, embriyo ve yaprak gelisimi de dahil olmak {izere bitki gelisiminin
diizenlenmesi ve strese cevabin olugmasinda etkili olan transkripsiyon faktorlerini aktive eden
bir tetikleyici rolii oldugu da bilinmektedir (Alkseza ve dig., 2017). Prolin artisi ile iliskili
oldugu diistiniilen bu gelisimsel ve diizenleyici cevaplardan, ¢icek gelisimi yolaginda 88 gen,
embriyo gelisim yolaginda ise 74 gen ile temsil edilerek transkripsiyon analizleri

sonuclarimizda farkli ekspresyon seviyeleri olarak gozlemlenmistir.

Kuraklik stresi altindaki bir bitkide diger bir O6nemli biyokimyasal belirte¢ lipit
peroksidasyonuna bagli malondialdehit (MDA) miktarindaki artistir. Malondialdehit, ¢oklu
doymamig yag asidinin ayrigsmasinin bir {iriiniidiir ve tiyobarbitiirik asit reaksiyonu ile lipid
peroksidasyonunun temel {riinlerinden biridir. MDA igerigi, olumsuz kosullarda
membranlardaki lipit peroksidasyonunun hasar derecesini yansitan bir gostergedir (Weng ve
dig., 2015). Kurakliga bagli ROS’larin asir1 iiretimi MDA'nin igerigini artirir. Membran
stabilitesindeki azalma, ROS'un neden oldugu lipit peroksidasyonunun derecesini yansitir.
Ayrica, lipid peroksidasyonu dokulardaki serbest radikal reaksiyonun hakim oldugunu

vurgularken protein, lipit ve DNA oksidasyonlari seklinde hiicre hasarinin meydana geldigini
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belirtir (Moller ve dig., 2007). Bezelye (Pisum sativum) bitkisinde yapilan bir ¢alismada,
yapraklardaki lipid peroksidasyon seviyeleri, kuraklik stresine paralel olarak iki ila dort kat
artmistir ve bunun, protein peroksidasyonu ile biiyiik 6l¢iide korelasyon gosterdigi bildirilmistir
(Moran ve dig., 1994). Bu tez ¢alismasinda devam eden kuraklik stresi artan MDA miktari
(~%75) ile sonuglanmistir. Vileno ve dig. (2010) yaptiklari ¢alismada artan lipid
peroksidasyonu ile protein fosforilasyonu arasindaki baglantiyr incelemis, oksidatif strese ve
ozellikle singlet oksijene maruz kalan hiicrelerde lipit peroksidasyona bagli fosforilasyon
reaksiyonlarimin tesvik edildigini belirtmislerdir. Calismamizda benzer durum transkripsiyon
analizleri sonucunda belirlenen GO terimleri arasinda yer alan protein fosforilasyon

yolaklarinin (126 gen) koklerde artan ekspresyonu ile desteklenebilir.

Kuraklik stresinin bir diger fizyolojik etkisi azalan nispi su miktaridir (RWC). RWC, yaprak
dokusuna su temini ve terleme orani arasindaki dengeyi yansitan, bitki yapraklarindaki su
durumunun 6nemli bir gostergesidir (Lugojan ve Ciulca 2011). Kuraklik stresinin RWC
tizerindeki etkisi bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Siddique ve dig. (2000),
kurakligin Triticum aestivum ¢esitlerinde RWC'yi azalttigini belirlemislerdir. Alexieva ve dig.
(2001) RWC’nin kurakliga cevapta biiylimenin indirgenmesine neden olan ana faktér olarak
belirtmistir. Bu tez calismasinda diger arastirmacilarin bulgularina paralel olarak RWC
degerleri kontrol grubuna oranla 1. giin %12,5, 4. giin ise %50 oraninda anlaml1 sekilde azalarak
kuraklik varligmin bir diger gostergesi olmustur. Atteya (2003), kuraklik stresinin, farkli
gelisim evrelerinde musir genotiplerindeki i¢sel su durumu iizerindeki etkisini arastirmis ve
Kuraklik stresinin yaprak su potansiyeli, nispi su igerigi Ve ozmotik potansiyeli azalttigini rapor
etmislerdir. Ek olarak ayni ¢alismada stresli bitkilerde, hem yaprak su potansiyeli hem de nispi
su igerigindeki diisiislerin, diisiik stoma iletkenligi ve fotosentetik hiz ile iligkili oldugu da rapor
edilmistir. Bitki biinyesinde RWC'nin her hangi bir etki ile diigmesi, indirgenmis plastokinon
havuzundan, PSI reaksiyon merkezine elektron transferini baskiladigi bilinmektedir (Goltsev
ve dig., 2012). Literatiirde bildirilen RWC ile PSI arasindaki bu iligki, bu tez ¢aligmasinda
yapilan transkripsiyon analizleri arasinda yer alan ‘“fotosistem | fotosentetik elektron

transportu” gen yolaginda belirlenen azalan ekspresyon (20 gen) ile paralellik gostermistir.

Klorofil a ve b, bitkilerde fotosentetik sistemlerde fotoreseptorler olarak calisir (Khaleghi ve
dig., 2012). Fracheboud ve dig. (2004), klorofil ve karotenoid igeriginin, kurakligin etkisi

altinda azalabilecegini, c¢linkii bu parametrelerin karbon degisimi oraniyla yakindan
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iliskilendigini bildirmistir. Bussis ve dig. (1998), tipik bir oksidatif stres semptomunun, klorofil
sentezi eksikliginden veya tilakoid membran yapisindaki degisikliklerden dolay1 klorofilin
parcalanmasi oldugunu belirtmistir. Genel olarak, kuraklik fotosentetik aktivitenin
engellenmesi ve 151k yakalama ile kullanimi arasindaki dengesizlik nedeniyle oksidatif strese
neden olabilir (Smirnoff, 1993). Kuraklik stresi altinda klorofil miktarinin azalmasi, pigmentin
cevresel gerilimlere, 6zellikle de su varligina olan duyarliligina baglanabilir (Moran ve dig.,
1994). Calismamizda kisa ve uzun siireli kuraklik, yapraklarda, toplam klorofil miktarinda
azalmaya neden olmustur. Ayrica devam eden kurakligin erken evreye oranla ge¢ evrede
Klorofil miktarinda yaklasik yari yariya diisiise (~% 49.8) sebep oldugu gozlemlenmistir.
Gitelson ve dig. (2003) yaptiklar1 ¢alismada, baska higbir faktoriin sinirlandirmadigi ortam
kosullarinda, klorofil igerigi ile fotosentez hizi arasindaki iligkiyi incelemis ve esit miktarda
Klorofilin esit miktarda fotosenteze denk oldugu sonucunu bildirmislerdir. Bu tez ¢aligmasinda
yapilan RNA sekanslama analizi dogrultusunda belirlenen ve 29 gen ile temsil edilen fotosentez
yolagindaki azalan ekspresyon, diisikk klorofil miktari ile korelasyon gostererek literatiirde

belirtilen sonuglari desteklemistir.

Bitkilerin cesitli stresler ile inhibe edilmis biiylimesini tespit etmek i¢in gozlemlenmesi gereken
temel islem fotosentezdir ¢iinkii fotosentetik pigmentlerin yapisi, strese bagli olarak
degismektedir. Bu degisim yapraklarin optik frekans araliklarmi etkiler ¢linkii pigment, 15181
yakalayan ve fotosentezi baslatan ilk noktadir. Farklilik gosteren bu optik frekans, bitkinin
isleyisi veya herhangi bir stres altinda olup olmadigi hakkinda bilgi veren bir gostergedir.
Klorofil floresansi, fotosentezin etkinliginin bir 6l¢iisiidiir ve bu nedenle bitkinin saglikli bir

fotosentez siirecinde oldugunun belirteci olarak kullanilabilir (Kancheva ve dig., 2008).

Bir yaprak i¢inde klorofil molekiilleri tarafindan emilen 151k enerjisi fotosentezi uyarmak igin
kullanilabilir (fotokimya), fazla enerji 1s1 olarak dagilabilir veya 1s1k-klorofil floresansi olarak
salinabilir. Bu {i¢ durumdan birine maruz kalabilen enerjinin, durumlar arasindaki degisimleri
vasitastyla klorofil floresans 6l¢timleri gerceklestirilir. Bu {i¢ siireg, rekabet icinde gerceklesir,
Oyle ki, birinin verimliligindeki herhangi bir artis, diger ikisinin veriminin diismesine neden
olacaktir. Bu nedenle, klorofil floresansinin fotokimya ve 1s1 dagilimi vasitasiyla veriminin
Olciilmesi, bitkinin bulundugu kosul hakkinda bilgi verebilir (Maxwell ve dig., 2000). PSII’nin
maksimum quantum verimi (F./Fm) degeri, tiim reaksiyon merkezleri agildiginda PSII'nin

maksimum fotokimyasal etkinliginin bir 6l¢iisiidiir ve bitkiler ciddi kuraklik stresi yasadiginda
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azalir (Woo ve dig., 2008). Seker pancari fidelerinde (Li ve dig., 2013), Coronnilla varia'da
(Yang ve dig., 2013) ve daha dnce yapilan bir¢ok calismada (Batra ve dig., 2014; Guo ve dig.,
2016; Zahoor ve dig., 2017) benzer sonuglar bildirilmistir. Bu durum, PSII anten pigmentleri
tarafindan absorbe edilen enerjinin taginmasinin, floresans ve 1s1 dagilimi seklinde kaybolurken,
fotokimyasal reaksiyonlarin azalmasi ile agiklanabilir. Bu tez ¢alismasinda L. culinaris
yapraklarinda, Fv/Fm degerinin, devam eden kuraklik stresi boyunca azaldigi belirlenmistir.
Kurakligin 4. giinii sonunda, Fv/Fn degeri kontrol gruplarina gore yaklasik %27 oraninda diisiis
gostermistir. Bu disiis, 151k enerjisi doniisiim verimliliginin azaldigini, yapraklarin fotosentez
yapmak igin gerekli olan primer reaksiyonunun baskilandigini1 ve potansiyel aktif merkezin
inhibe edildigini gosterir (Woo ve dig., 2008). PSII’nin quantum verimi (®PSII), PSII
aktiviteleri ile pozitif korelasyon gosterir ve PSII'nin PSI’e elektron transfer hizini belirtmek
i¢in kullanilir (Krall ve Edward, 1992; Martinez ve dig., 2002). Bu ¢alismada @PSII'nin devam
eden kuraklik boyunca yaklasik %50 azaldig1 belirlenmistir. Seker pancar fidelerinde benzer
sonuglar bildirilmistir (Li ve dig., 2013). Reaksiyon merkezlerinin agik oldugu ancak yeterli
suyun bulunmadig1 durumlarda, fotosentetik organlara verilen zarari etkin bir sekilde azaltmak
ve fotokimyasal inhibisyondan kag¢inmay1 saglamak i¢in enerji 1s1 seklinde yayilir (Li ve dig.,
2013). Fazla enerji, PSII reaksiyon merkezlerinde hasar1 onlemek i¢in artan fotokimyasal
olmayan enerji kaybinin quantum verimi (@NO) ile yani kisaca 1s1 yayilimi1 seklinde etkili bir
bi¢imde dagitilmaktadir (Golding ve Johnson, 2003). Bu calismada, @NO'nin devam eden
kuraklik stresi altinda arttig1 (%67) belirlenmistir, bu da yapraklarda fazlasi ile 1s1 enerjisinin
oldugunun gostergesidir. Floresans parametrelerinden bir digeri olan agik PSII orani (gP), PSII
reaksiyon merkezlerinin agik olma durumunu yansitir. Devam eden kuraklik stresi boyunca
fidelerin qP'si yavas yavas azalmistir (1. giinde %26, 4. giinde %54). Sonug olarak devam eden
kuraklik stresi boyunca artan @NO ve azalan qP degerleri, yapraklardaki fazla enerjinin 1s1
seklinde dagildigini ve reaksiyon merkezlerinin agikliginin azaldigini dogrulamaktadir. Azalan
fotosentetik verimlilik, yalnizca PSII'den gecen enerji akisindaki degisiklikler nedeniyle degil,
pigment igeriginin azalmasindan da dolayidir (Woo ve dig., 2008). Bu tez calismasinda
literatlirdeki diger ¢alismalarda belirtildigi gibi, diisiik fotosentetik performansin, kuraklik

stresi altindaki fidelerde azalmis Chl miktari (%50) ile iliskili olabilecegini gostermistir.

Global transkriptom profillerinin olusturulmasi, bitkilerin gesitli streslere karsi olusturduklari
tepkilerin karmagikligini molekiiler diizeyde anlasilmasini ve daha derinlemesine bilgi

edinilmesini saglar (Singh ve dig., 2017). Son yillarda literatiirde bir ¢ok baklagil tiiriinde gesitli
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streslerle ile degisen transkriptom analizleri rapor edilmistir (bkz. Tablo 2.2). Bu tez
calismasinda L. culinaris bitkisinin kisa ve uzun siireli kuraklik stresi altinda kok ve yaprak
dokularinin transkriptom analizi yapilmistir. Sekanslama sonrasinda yaklagik 60 Gbp ham veri
ve filtreleme isleminden sonra ise ortalama 64 bp uzunlugunda toplam 568.571.434 ¢ift uglu
yiiksek kaliteli temiz okuma elde edimistir. De novo transkriptom insaasinda ise ortalama
uzunlugu 950 nt olan 207.076 transkript belirlenmistir. Literatiirde yayinlanan diger
transkriptom verileri ile karsilastirildiginda (Sudheesh ve dig., 2016; Singh ve dig., 2017), bu
calismada transkript sayilar1 anlamli olarak daha yiiksektir. Ek olarak, hem kisa hem de uzun
stireli kuraklik stresi kosullar altinda kok, govde ve yaprak dahil olmak iizere farkli mercimek
dokularindan RNA sekansi verilerinin kullanilmasi, ¢ok sayida transkript ile daha eksiksiz bir
de novo transkriptom ingaast elde etmemizi saglamistir. Genom c¢apinda transkripsiyonel
degisiklikleri tanimlamak adina galismamizda de novo insaasindan sonra farkli olarak eksprese
edilmis gen (DEG) analizleri yapilmistir. Erken evrede DEG'lerin sayis1 yaprakta 6.949 iken,
kokte 2.915 olarak belirlenmistir. Devam eden kuraklik sonucunda koklerdeki DEG'lerin
sayisinda belirgin bir artis olmus ve 18.327'ye yiikselmistir. Yapraklarda bu durum g¢ok az bir
artis ile (6.949'dan 8.306’a) sonuglanmistir. Calismamizda RNA-dizileme sonucunda farkli
eksprese olan genlerin dogrulanmasi i¢in yaprak ve kok orneklerinden 12 adet DEG segilerek
RT-PCR analizi gergeklestirilmistir. RT-PCR ve RNA-sek verilerinin karsilastirilmasi sonucu,
hem RT-PCR hem de RNA-dizileme verilerinde, her bir gen i¢in benzer transkripsiyonel

seviyeler belirlenmis ve RNA-dizileme sonuglarinin giivenilir oldugu kanitlanmustir.

Kurakliktan etkilenen bazi DEG’lerin yaprak bazilarinin da kok dokusunda degisiklik
gostermesine karsi, 195 DEG'in ayn1 anda her iki dokuda da bulundugu tespit edilmistir.
Kuraklik stresine maruz kalan gesitli bitki tiirlerinin gen ekspresyonu ¢alismalari, bu stres
tarafindan diizenlenen ¢esitli gen gruplarinin 6nemine isaret etmektedir. Bunlar kurakligin
sinyallenmesi ve transkripsiyonun diizenlemesi olarak siralanabilir.  Sinyallenme
mekanizmasinda 6ne ¢ikan gen grubunun, transmembran reseptor proteini tirozin kinaz sinyal
yolu kategorisine ait oldugu belirlenmistir. Transmembran reseptor proteini tirozin kinaz sinyal
yolu; hiicre dis1 bir ligandin, hedef hiicrenin yiizeyindeki bir reseptore baglanmasiyla baslatilan
ve reseptoriin tirozin kinaz aktivitesine sahip oldugu ve 6rnegin transkripsiyon gibi, hiicresel

islemin akis asagi (downstream) diizenlenmesiyle sona eren sinyaller dizisini indiikler. Bitki
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hiicreleri, sekonder metabolitler, bitki hormonlari, sinyal transdiiksiyonu ve transkripsiyonel
diizenleyicileri iceren sinyal yollarmm1 aktive eden cesitli reseptorler vasitasiyla stres
uyaricilarimi algilar (Cvikrova ve dig., 2013; Danquah ve dig., 2014). Bu nedenle ¢oklu
sinyaller, dogrudan stres metabolizmasinda yer alan proteinleri ve enzimleri kodlayan stresle
indiiklenebilir genleri diizenlemek icin birleserek belirli bir stres uyaricisina yanitta rol alir
(Casaretto ve dig., 2016). Transmembran reseptor proteini tirozin kinaz sinyal yoluna ek olarak
absisik asit bagimli sinyal yolaklarinda da farkli ekspresyon seviyeleri GO zenginlestirme
analizleri sonucunda belirlenmistir. Bu yolak; fosfatidilinositol 4-kinaz gama 6, tip 1V inositol
polifosfat 5-fosfataz 11, tip | inositol polifosfat 5-fosfataz 11, tip | inositol 1,4,5-trisfosfat 5-
fosfataz CVP2, diasilgliserin kinaz 6, lipid fosfat fosfataz proteini 3 ve diasilgliserin kinaz 6'y1
kodlayan genleri igerir. Biitiin bu genler, fosfatidilinositol fosfatlar yoluyla sinyallesmede ve

ABA aracili sinyal iletiminde rol oynarlar (Paradis ve dig., 2011).

Transkripsiyonun diizenlenmesinin belirgin sekilde one ¢ikmasi yapilan bir¢ok stres bagiml
calismada oldugu gibi transkripsiyon faktorlerine baglanabilir (Zhou ve dig., 2012). “Trans-
acting” elementler olarak bilinen transkripsiyon faktorleri, stres ile indiiklenebilir genlerin
promotdriinde bulunan cis etkili elementlere baglanabilir ve ekspresyonlarini diizenleyebilir
(Zhou ve dig., 2012). Bitkilerde stres kaynakl transkripsiyon diizenlenmesi, AREB (ABA’ya
duyarli baglayici protein), ABF (AREB baglayic1 faktér) DREB (dehidratasyona duyarli
element baglayici protein), SNAC (stres sorumlu NAC), MYB protein ailesi, bZIP gibi tipik
DNA baglama motiflerini igeren ¢esitli transkripsiyon faktorleri aracili olabilir. Bu faktorlerden
bazilar1 absisik aside bagimli (AREB/ABF) iken, bazilar1 (DREB) absisik asitten bagimsizdir.
Caligmamizda absisik asit bagimli sinyal iletiminden sorumlu genlerin 101 tanesinde farkli
ekspresyon seviyeleri belirlenmis ve bahsedilen transkripsiyon faktorii ailelerini igerdigi
gbzlemlenmistir. Transkripsiyonun diizenlenmesinde ise 689 gende farkli ekspresyon seviyeleri
tanimlanigtir. Stres sinyali transkripsiyon faktorlerini bir araya getirir. Bu faktorler ise farkl
gerilmelere cevap olusturmak i¢in gerekli transkriptleri diizenler ve bitki savunmasi, Stres
yanitlarinin diizenlenmesi ve sinyal iletiminde rol alirlar (Hu ve dig., 2006). Dolayisiyla GO
zenginlestirme analizlerinde kurakligin sinyallenmesi ve transkripsiyonun diizenlemesine ait
gen gruplarinin belirgin sekilde 6ne ¢ikmasi beklenen bir durum olarak yorumlanabilir. Ayrica
belirgin sekilde farkli ekpresyon gosteren sinyal iletiminden sorumlu genler arasinda en ¢ok
goze carpan gruplardan biri GTP baglayict proteinlerle ilgili olanlardir. Bu proteinler esas

olarak G proteinine baglanmis reseptorler tarafindan diizenlenir. Kimyasal sinyallerin hiicreye
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iletmesinde rol alan bir protein ailesidir ve tetikleyiciye bir gegit gérevi goriir Ki, strese karsi
hiicresel tepkinin olusmasini saglayan tiim sinyal yolaklarinin arasindadir (Singh ve dig., 2017).
Ormegin hormonlarm (ABA, etilen, jasmonik asit), iyonlarin (Ca,") veya serbest radikallerin

varligindan kaynaklanan uyaranlardan gelen sinyalleri iletirler (Janiak ve dig., 2017).

Literatiirde mevcut olan stres baglantili transkriptom c¢alismasinda oldugu gibi, bu tez
calismasinda da, her iki organda farkli ekspresyon seviyesi gosteren genlerin gogunun,
biyolojik siireclerde ve protein fosforilasyonu (580 gen ile temsil edilmis) kategorisine ait
oldugu belirlenmistir. Protein fosforilasyonu, en Onemli protein post-translasyonel
modifikasyonlarindan biri olarak, genellikle geri dontisiimlii ve gegicidir. Serin, treonin ve
tirozin (Ser/Thr/Tyr) aminoasitleri proteinlerdeki anahtar fosforlu modifikasyon bolgeleridir
(Aivaliotis ve dig., 2009). Bir¢cok enzim, protein fosforilasyonu yoluyla sinyal yollarinda
fonksiyonlarimi yerine getirir (Engelsberger ve Schulze, 2012). Protein fosforilasyonu DNA
transkripsiyonu, protein translasyonu ve enerji metabolizmasi gibi bir¢ok temel biyokimyasal
islemi diizenler (Kersten ve dig., 2009). Bu tez ¢alismasinda protein fosforilasyonuna ait
yolaklarda belirlenen 580 gen arasinda yer alan STN7 (serin/treonin kinaz domain protein),
PDK1 (fosfoinositide bagimli protein kinaz 1) genlerinin ifadelerindeki degisim bu durumu
aciklayabilir. Ciinkii bu kinazlar protein kinaz ailesinin alt gruplarini1 fosforile ve aktive eden

ana kinazlar olarak gorev yapmaktadir (Luo ve dig., 2018).

Elde edilen veriler dokuya bagli olarak incelenirse kurakligin erken ve gec evresinde
yapraklarda beklenen sekilde fotosentez (29 gen) ve fotosentetik elektron taginimi (20 gen)
yolaklarina ait gen gruplarinda azalan, ¢igek gelisimine (27 gen) ait gen gruplarinda ise artan
gen ekspresyonu belirlenmistir. Fotosenteze ait farkli ekspresyon gosteren genler genellikle
tilokaid membranlarda lokalize olmus ve fotosistemin biitiinliigiinii olusturan protein gruplarina
ait oldugu belirlenmistir. Fotosistem | altiinite I, fotosistem I altiinite F, fotosistem | 151k
yakalama kompleks proteini, tilakoid limen proteini gibi proteinleri igeren bu yaklasik yirmi
dokuz gende gozlenen azalan ekspresyon, anten proteinleri ile etkilesimin engellenmesine ve
periferik antenin diizgiin ¢alismasinin engellenmesine sebep oldugu diisiiniilmektedir (Scheller
ve dig., 2001). Fotosentetik elektron tasinimi gen yolaklarinda ise ¢ogunlukta olan NDH-
bagiml siklik elektron akisi vb. genlerin ekspresyonlarindaki diisiis ATP'yi tiretmek igin
fotosistem I etrafindaki siklik elektron akisinda sinirlamalar olusturdugundan fotokimyasal

doniisiim sekteye ugramistir. Fotosentez siirecini diizenleyen genler arasinda, bu tez
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calismasinda kuraklik toleransi i¢in aday olarak ondan fazla gen ortaya ¢ikmistir. Bunlardan
bircogu kloroplast redoks yolagina aittir ve yapraklarda beklenen sekilde yiiksek ekspresyon
gostermistir. Bunlardan biri tioredoksin rediiktazi kodlar ve digerlerden iki tanesi ise
ferredoksin ailesine aittir. Indirgeyici bir gii¢ olarak ferredoksin veya NADPH (Nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat) kullanilarak oksitlenmis tioredoksinlerin indirgenmesi igin
tioredoksin rediiktazlar gerekir (Nikkanen ve dig., 2014). Bu kloroplast bilesenlerinin
fotosentez sirasinda redoks homeostazindan sorumlu oldugu, ancak nisasta, azot ve kiikiirt
metabolizmasini da diizenledigi gosterilmistir (Nikkanen ve dig., 2014). Ayrica bu genlerin
kuraklik stresi altinda birincil rolleri, fotosentez sirasinda elektron transferinin siirdiiriilmesi,
stroma proteinlerinin indirgenmesini 6nleme ve okside klorofilin detoksifikasyonuna yoneliktir

(Hanke ve dig., 2013).

Bitkilerin kuraklik stresiyle basa ¢ikmak igin olusturduklar1 olasi mekanizmalardan biri,
ciceklenmenin, kurak ortamda Dbelirginlesmesidir. Bu tez c¢alismasinda, ¢igeklenmenin
kontroliinde rol oynayan yirmi yedi genin hem erken hem de geg evredeki yapraklarda yiiksek
diizeyde ifade edildigi belirlenmistir. Ilging bir sekilde, koklerde 4. giinde benzer gen
yolaklarinda ekspresyon seviyelerinde artis g6zlemlenmistir. Bu genlerden bazilar1 Arabidopsis
GIGANTEA geni ile benzerlik gostermistir. Diger transkriptler arasinda Arabidopsis
homologlari olan MFT (anne ¢i¢eklenme zamani), BFT (kardes ¢igeklenme zamani) ve PRR95
(pseudo-yanit regiilatorii 95) bulunmaktadir. GIGANTEA geni ile birlikte MFT geni, FT
(ciceklenme zamanit) geninin indiiksiyonu yoluyla Arabidopsis'te ¢igeklenmeyi tesvik eder ve
kuraklik stresine cevap olarak ¢iceklenmeye gegcisi aciklayabilir (Riboni ve dig., 2013). Ote
yandan BFT ciceklenme zamaninin negatif bir diizenleyicisidir ve tuz stresine yanit olarak
ciceklenmeyi geciktirdigi gosterilmistir (Ryu ve dig., 2011). Ayrica uyarilan ancak 4. giinde
geciken ciceklenme yaniti sirkadiyen saat kontrolii altinda olan ve ¢iceklenmeye gegisi
diizenleyen FAD (Flavin-baglama), KR (Kelch tekrar1), FBX1 (f kutu 1) genleri ile baglantili
olabilir, 6yle ki yapraklarda 4. giinde azalan sirkadiyen ritim yolaklari bu durumu destekler
niteliktedir.

Kuraklik stresi altinda aktin filamentlerin, hiicre duvarlarini, plazma membranlarin1 ve hiicre
boliimlerini birbirine baglayan bir ag olusturduklar 6ne stirtilmiistiir (Huang ve dig., 2012). Bu
fiziksel baglantilar ozmotik sensorler gibi davranabilirler. Ciinkii turgor azalmasi aktin

filamentlerin konformasyonlarini degistirir ve bunun sonucunda hiicre, bu durumu, kurakliga
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duyarli genleri aktive edecek bir sinyal olarak algilayabilir (Huang ve dig., 2012). Bu tez
calismasinda 4. giinde kok dokusunda dikkat ¢eken bir diger durum ise aktif filament
organizasyonundan sorumlu genlerin (9 gen) ekspresyonundaki artistir. Sniegowska ve dig.
(2016) yaptig1 ¢alismada aktin filament komposizyonundan sorumlu CPB (Heterodimerik aktin
filament baslik proteini alt birimi 1), VLN4 (villin 4), ARPC1 (Aktin ile ilgili protein C1)
genlerinin ekspresyonunda kuraklik stresi ile gozlemlenen artisin bitki hiicrelerinde kuraklik
sinyalinin algilanmasinda rol oynayabilecegini belirtmislerdir. Transkriptom analizimiz,
kuraklik stresi altindaki kok dokularinda benzer genlerin ekspresyonunda artis oldugunu
gosteren Onceki verilerle tutarlidir. Ek olarak, aktin kodlayan genlerin degisen ifadesinin sadece
koklerde gozlemlenmesi azalan su seviyesini algilayan ilk organin kokler oldugunu ve aktin
filamentlerin ozmotik sensorler olarak rol oynadigi hipotezini desteklemektedir (Sniegowska
ve dig., 2016).

Bu tez calismasinda elde edilen bulgular, kuraklik stresine karsi olusturalan cevaplarda sadece
yapraklardaki genlerin diizenlenmesinin 6nemli olmadigini, ayn1 zamanda koklerde diizenlenen
genlerin de 6nemli oldugunu gostermistir. Erken evreye oranla geg evrede koklerde yapraklara
kiyasla yaklasik ti¢ kat artan DEG belirlenmis ayrica koklerde kendi i¢inde bu durum geg evrede
erken evreye oranla neredeyse on kat artmigtir. Kokler, kuraklik sinyalinin algilandig ilk bitki
kismidir. Bu gevresel degisiklikleri algilama rolii, sinyal iletim yolaklarina dahil olan genlerde
gozlemlenen farkli ekspresyon seviyeleri ile belirlenmistir. Bitkilerde sinyal iletim
reaksiyonlarindan ilki, bir diizenleyici ag olusturan MAPK kinazlar ile fosfolipaz C ve D'yi
igeren yolaklarm aktivasyonudur (Mane ve dig., 2007). Ornegin, MAPK genlerinin
ekspresyonunun, stres uygulamasindan sonraki 1. giinde koklerde indiiklendigi ve daha sonra
ayni hizla azaldig1 belirlenmistir. Bu azalan diizenleme, kiiciik GTPaz {iyelerini kodlayan
genleri asag1 dogru diizenleyen fosfolipaz D’nin etkisi ile gergeklesmis olabilir (Peng ve dig.,
2006; Mane ve dig., 2007). Literatiirde mevcut olan diger ¢aligmalara (Janiak ve dig., 2017)
benzer sekilde, bu tez calismasinda da fosfolipaz D'ye bagli yolagin, uzun siireli kuraklik stresi
sonrasinda koklerde aktif oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Arabidopsis yapraklar ile
yapilan oOnceki bir c¢aligmada, fosfolipaz D’nin artan ekspresyonunun kurakliga tepkinin

stirdiiriilmesi igin gerekli oldugu belirtilmistir (Hong ve dig., 2008).

Bitki kokleri kuraklik stresi altinda daha fazla su kaynagina ulagsmak i¢in daha derin bir kok

sistemi gelistirerek stresten kagma egilimdedir. Neredeyse tiim bitkilerde kuraklik stresi
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algiladiginda, kokler biiyiimeye devam eder ve daha derin toprak katmanlarina niifuz eder (Ye
ve dig., 2018). Bu sonug, tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen transkripsiyon analizi ile
belirlenen GO terimleri arasinda yer alan ve Ozellikle 4. giinde artan ekspresyon seviyesi
gosteren; hiicre boliinmesi, hiicre duvari organizasyonu, bitki tipi sekonder hiicre duvari
biyosentezi, tek boyutlu hiicre biiylimesi, ¢ok boyutlu hiicre biiyiimesi, oksin akisi, kok
gelisimi, pozitif yergekimi gen yolaklarina ait yaklasik 500 gen ile iliskilendirilebilir. Bu
yolaklar igerisinde 6ne ¢ikan LOB (Lateral organ sinirlar1) genleridir. Bu genler transkripsiyon
faktorleri vasitastyla kok mimarisini gelistirme yetenegine sahiptir (Li ve dig., 2016). Ek olarak
daha derin kok sistemi olusumunu tetikleyerek nem alimini arttirir (Uga ve dig., 2013). Oksin
taginmasinin, kok dokusunda, akropetal ve bazipetal olarak iki ayr1 polaritede gergeklestigi
bilinmektedir. Arabidopsis bitkisinde yapilan bir ¢alismada, bu iki polariteden hangisinin oksin
tasinmasini ve dolayisiyla kok olusumunda yergekimi tepkisini kontrol ettigi arastirilmis ve
bazipetal olarak tasinan oksinin kok geotropizmasini kontrol ettigi belirtilmisdir (Rashotte ve
dig., 2000). Literatiire benzer olarak ¢alismamiz transkripsiyon analizleri sonucunda 4. giin kok
dokusunda belirlenen bazipetal oksin taginim yolagindaki artis, kok sisteminin gelistirilmesi ile

iliskilendirilebilir.

Kurakliga cevap ayrica, salgi yollar1 ve protein doniisiimleri de dahil olmak {izere etkili bir
vesikiiler tasimaya dayanir. Calismamizda elde edilen sonuglar, CHMP1 (Multivesikiiler viicut
proteini 1)'in homologlarin1 kodlayan genlerin artan ekspresyonu koklerde kurakliga cevap
Olusumu i¢in 6nemli olabilecegine dikkat ¢cekmektedir. Bu genlerin kodladigi proteinlerin,
bitkilerde, Endoplazmik retikulum ile Golgi Aygit1 arasinda gecis yaptigi ve ayrica salgilama
yolunda, tasinacak molekiilin adaptorii/reseptorii olarak da islev gordiigii bilinmektedir
(Langhans ve dig., 2008). Ayrica Arabidopsis bitkisinde yapilan calismalarda CHMP1
proteinlerinin, oksin sinyallesmesinden sorumlu olan PIN1 (Oksin akisi tasiyici aile proteini 1),
PIN2 (Oksin akisi tasiyici bilesen 2) ve AUX1 (Oksin duyarli 1)'in (Spitzer ve dig., 2009)
tasinmasinda rol oynadig1 gosterilmistir. Kuraklik stresi, absisik asit bagimli bir sekilde, PIN1
seviyesini, oksin tastyicilarinin seviyesini ve bunlarin lokalizasyonunu etkiler (Rowe ve dig.,
2016). Bu nedenle, daha yiiksek bir CHMP1 gen ekspresyonu seviyesi, koklerde kuraklik stresi

sirasinda oksin sinyallesmesinin bir baska 6nemli faktorii olarak yorumlanabilir.

Bu calismada literatiirden farkli olarak yorumlanabilecek bir sonug¢ ise kurakligin birinci

giiniinde, yaprak morfogenezi ve c¢icek gelisimi ile ilgili genlerin, kurakliktan etkilenen
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ifadesinin koklerde gozlemlenmesi olmustur. Bitkilerde c¢igceklenme genleri, yapraklarda
bulunur, ¢ogunlukla 1s1k yani dolayli olarak giin uzunlugu ve ayrica 1stya bagl olarak aktive
olurlar. Bu durum ¢igeklenmenin gelisimi yolaginda yer alan HSP81-2 (Is1 soku proteini 81-2)
proteini ile iliskilendirilebilir, 6yle ki kurakligin birinci giiniinde koklerde 1siya cevap gen
yolaklarindaki artan ekspresyonunun varligi bu iliskiyi kanitlar niteliktedir. Ancak ilging bir
veri ise ayni yolak genleri arasinda yer alan PRR95 (Pseudo cevap diizenleyici 95) geninin
varligidir. PRRO5 sirkadiyen saat bilesenlerinden yanit diizenleyici protein ailesinin bir
tiyesidir. Arabidopsis bitkisi ile yapilan deneylerde, PRR genlerinin giin boyunca eksprese
edildigi ve endojen sirkadiyen saat salinimlarini diizenledigi gosterilmistir (Makino ve dig.,
2002). Arpada, baz1 PRR genleri artan sicaklikta artan ekspresyon gostermis, ancak uzun giin
kosullar1 altinda salinimlar sadece PRR95 tarafindan uyarilmistir (Ford ve dig., 2016). Ttiim bu
veriler dogrultusunda gigeklenme yolaginda PRR95 geninin varligi, bu genin gevresel streslere
cevap olarak ciceklenme zamaninin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi anlamina gelebilir,

ancak bu genin koklerdeki varligi arastirilmaya agik bir soru olarak durmaktadir.

Yaprak morfogenez yolaklarinin koklerde artan ekspresyonu, morfogenezin kok ve yapraklarda
benzer sekilde diizenlendigi fikrini beraberinde getirmektedir. GO zenginlestirme analizlerinde
bu yolakta yer alan 10 adet gen tespit edilmis ve i¢erisinde mevcut olan MYB’nin (Myb-benzeri
HTH trankripsiyon diizenleyici aile proteinleri) kok gelisimi ve farklilasmasinda etkili oldugu
cesitli calismalarda bildirilmistir (Feng ve dig., 2004; Shin ve dig., 2007; Mu ve dig., 2009).
MY B59’un, kok uglarinda, hiicre dongiisiinii kontrol ederek kok gelisimini diizenledigi (Mu ve
dig., 2009) ve MYB77’nin ise oksinle indiiklenebilir genlerin ifadesini ve lateral kok
olusumunu diizenledigi gozlemlenmistir (Shin ve dig., 2007). Feng ve dig., (2004), MYB68'in
ozellikle kok periskl hiicrelerinde eksprese edildigini ve kok gelisiminde rol oynadigini
bildirmistir. Onceki calismalarda kismen agiklanmaya calisilan bu durum, kok gelisimine
dikkat cekmektedir. Bu tez ¢aligmasinda elde edilen GO zenginlestirme analizlerinde yaprak
morfogenezi yolaklarinin 1. ve 4. gilin yaprak sonuglari yerine sadece ve her iki zaman diliminde
koklerde gozlemlenmesi literatiirde cevap bekleyen bir diger arastirma konusu olarak

goziikkmektedir.

Bu tez ¢alismasinda tespit edilen bir diger ilging bulgu ise, sirkadiyen ritme ait gen gruplarinin
stres altinda 4. giinde hem yaprak hem de kok dokusunda azalan ekspresyonu ile karakterize

edilmesidir. Sirkadiyen ritimler bitkilerin giinliik ¢evresel degisimleri Onceden tahmin
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etmelerini saglayan ve 1sik altinda biiylime metabolizmalarina neden olan salinimlardir
(Sanchez ve dig., 2011). GO zenginlestirme analizine dahil olan ve bu yolaktaki farklilig:
belirleyen genler yapraklarda 24, koklerde ise 20 adet olarak belirlenmistir. Burada dikkat
ceken en Onemli nokta her iki dokuda da bu genlerin kriptokrom ve fototropinleri isaret
etmesidir. McElwain ve dig. (1992) yaptiklar1 ¢alismada, tuz stresi altindaki bitkilerin
Red/FarRed 151k oraninda degiskenliklere maruz kaldiklarinda, biyokimyasal degisikliklerin
fitokrom aracili oldugunu gostermislerdir. Transkriptomik analizlerde, strese cevap veren
bir¢ok genin sirkadiyen saatin kontroliinde oldugu ve bitki zararlilari, tuzluluk, kuraklik, sicak
veya soguk, UV-B radyasyonu dahil olmak {izere abiyotik ve biyotik streslere verilen tepkilerin
kontroliiniin belirgin sekilde fitokromlar tarafinda modiile edildigi bulunmustur (Covington ve
dig., 2008; Marcolino ve dig., 2014; D’ Amico-Damido ve dig., 2015; Gavassi ve dig., 2017).
Bunun aksine bu tez ¢alismasinda kuraklik stresinde kriptokrom ve fototropin aracili cevabin
olugmasi, farkli stres durumlarinda farkli sirkadiyen ritimlere bagli cevaplarin olustugu

sonucunu dogurabilir.

Saatin bitki fizyolojisi ve gelisimi ilizerindeki etkileri biiyiik Olgiide gen ekspresyonunun
diizenlenmesi aracilidir. Arabidopsis bitkilerinde transkriptlerin yaklasik %80'i, giinliik 1s1k-
karanlik veya sicaklik dongiileri altinda olusurlar ve bu salinimlarin %30-40"1 sabit kosullara
devinim ile devam eder (Damiao ve dig., 2018). Yiiksek bitkilerde bes fotoreseptor sistemi
tanimlanmustir, bunlar; kirmizi (600-700 nm) ve uzak kirmizi 1s1ik (700-750 nm) dalga boylarini
emen fitokromlar (phys); mavi 1sitk (BL)/ultraviyole (UV) (315-500 nm) 1siga bagimlh
kriptokromlar (crys) (Kavakli ve dig., 2019); fototropinler (phots) ve zeitlupes (ZTL, FKF1 ve
LKP2); ve UV-B 15181 (280-315 nm) ile ¢alisan UV Resistance Locus 8 (UVRS8) fotoreseptorii
olarak siralanabilir (Mishra ve Khurana, 2017). Model organizma Arabidopsis thaliana’da
kriptokromlardan {i¢ tanesi tanimlanmustir (cryl, cry2 ve cry3). Cryl ve cry2 agirlikli olarak
nukleusta bulunur (Kleiner ve dig., 1999) ve bitki biiyiimesi, gelismesi gibi ¢ok yonlii gorevleri
vardir. Ornegin, cryl oncelikle hipokotil uzamasi, antosiyanin birikimi ve kotiledon
geniglemesinin inhibisyonu ile ilgili fotomorfogenik tepkileri diizenlerken, cry2 hipokotil
inhibisyonunda, sirkadiyen saat ve fotoperiyod bagimli ¢i¢eklenmede rol alir (Yu ve dig.,
2010). Kuraklik stresine karsi bitki tepkilerini kontrol eden mekanizmalara iliskin kanitlar g6z
Oniine alindiginda (Bechtold, 2018; Hussain ve dig., 2018), daha 6nce yapilan arastirmalar,
kriptokromlarin Arabidopsis’de kuraklik stres toleransinda belirgin bir rol oynadigini
gdstermistir (Mao ve dig., 2015). Oyle ki sulamadan sonra 1 hafta bekletilen Arabidopsis ¢ift
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mutant (crylcry2) bitkilerinin, yabani tipe oranla (WT) ag¢ikga kurakliga dayanikli oldugunu
bulmuglardir. Calismamizda kurakligin 4. gliniinde mavi 151k bagimli kriptokromlardan cryl
genlerinin yapraklarda, cry2 genlerinin ise koklerde azalan ekspresyonu belirlenmistir. Bu
durum mutant ¢alismalarinda belirlenen dayaniklilik tezi ile bagdastirilirsa stres altindaki
mercimek bitkilerinin aslinda strese karsi bir dayanma mekanizmasi olusturdugu soéylenebilir.
Bununla birlikte, cry genlerinin kuraklik stresi altinda su kaybin1 modiile ettigi mekanizmalar
hala belirsizdir, ¢iinkii bu olay absisik asit gibi hormonlar ve fototropinler gibi mavi 1g1ga
bagimli fotoreseptorlerle etkilesimler de dahil olmak iizere bircok faktére bagli olabilir
(Saradadevi ve dig., 2017). Ancak bitki kriptokrom genleri veya sinyal bilesenlerinin,
fotoreseptdr miihendisligi yoluyla molekiiler manipiilasyonu, kuraklik tolerans 6zelliklerinin

gelistirilmesinde potansiyel olarak kilit bir rol oynayabilir.

Fototropin gen ailesinin iki liyesi vardir, photl (Fototropin 1) ve phot2 (Fototropin 2). Olgun
Arabidopsis kok sisteminde, photl’in, kuraklik stresi altinda, mavi 151 ulastigi (toprak
ylizeyine yakin) kok kisimlarinda yiiksek ekspresyon seviyesi gosterdigi bildirilmistir (Galen
ve dig., 2007). Ayrica, photl'den yoksun mutant bitkilerde kokler rastgele biiyliime gosterirken,
aktif photl'e sahip bitki kokleri yonlii bir biiyiime gostermislerdir (Galen ve dig., 2007).
Arabidopsis kok uglarinda, photl primer ve lateral koklerin apikal bolgesinde birikir, primer
koklerde mavi 15181 neden oldugu negatif biikiilmelere aracilik eder ve lateral kok uzamasini
baskilayabilir (Sakamoto ve Briggs, 2002; Wan ve dig., 2012; Moni ve dig., 2015). Photl'in
koklerdeki onemli rolleri karsilastirildiginda, phot2 kok dokularinda ¢ok zayif bir dagilima
sahiptir (Kong ve dig., 2006; Wan ve dig., 2008). Calismamizda photl ve phot2 genleri yaprak
ve kok dokularinda 4. giinde azalan ekspresyon gostermistir. Literatiirde savunulan photl
geninin mavi 15181n ulastig1 bolgelerde fazlaca ifade edilmesi ve mutant bitkilerde koklerin
rastgele bliylime gostermesi bilgileri goz Oniine alinirsa, calismamizda mercimek bitkisi kok
dokularinda belirlenen azalan ekspresyon seviyesinin, kok hacminin arttirilmasi yoniinde bir

stratejiye sahip olabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda azalan ekspresyon seviyesi gosteren diger sirkadiyen ritim yolagina dahil genler
arasinda PRR7 (Pseudo cevap diizenleyici 7), ELF3 (Hidroksiprolince zengin glikoprotein
ailesi proteini), LHY (“homeodomain benzeri siiper aile proteini”), LKP (“LOV Kelch
protein”), Gl (Gigantea protein) yer almaktadir. Sirkadiyen ritmin Dbilesenlerindeki

mutasyonlar, yalnizca merkezi osilatoriin islevini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda bitkilerin
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hem gevresel stres kosullarini tolere etme kabiliyetini degistirir hem de bu degisen duruma
uyum saglamalarmi saglar. Ornegin, CCA1 (Sirkadiyen saat iliskili 1) LHY (Homeodomain
benzeri siiper aile proteini), ELF3 (Hidroksiprolince zengin glikoprotein ailesi proteini 3),
ELF4 (Hidroksiprolince zengin glikoprotein ailesi proteini 4), PRR5 (Pseudo cevap diizenleyici
5), PRR7 (Pseudo cevap diizenleyici 7) ve PRR9 (Pseudo cevap diizenleyici 9) genlerinde
mutasyonlara sahip bitkiler, ROS iireten ajanlara kars1 asir1 duyarl iken, CCA1 fazla eksprese
eden bitkiler (CCA1-oks) yabani tip bitkilere oranla ROS’lara karsi daha toleranshidir (Liu ve
dig., 2012). Yapilan bir ¢calismada LKP'nin fazla ekspresyon gostermesi, kuraklik toleransini
arttirmistir (Miyazaki ve dig., 2015). Ayrica PRRS, 7, 9 ii¢lii mutant1, yiiksek tuzluluk ve
kuraklik streslerine karsi daha toleranslidir (Nakamichi ve dig., 2009). GI-OX bitkiler ise, artan
tuz duyarlilig1 gosterirken, GI mutantlari, kuraklik stresi ve oksidatif stres altinda sagkalim

artis1 gostermistir (Fornara ve dig., 2015).

Sirkadiyen ritim mutantlari ile yapilan abiyotik stres ¢aligmalar1 g6z oniine alindiginda, ritim
ve abiyotik stres tepkilerinin birbirine sik1 bir sekilde bagli oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Bununla birlikte, ritim bilesenleri ve bitki fenotipleri arasindaki iliski hala agik degildir.
Sirkadiyen mutantlarda goriilen ¢esitli abiyotik/metabolik fenotiplerin sadece diger ritim
genlerinin transkript seviyelerindeki degisikliklerle agiklanamaz. Ornegin CCA1 / LHY
mutantlarinda gézlemlenen TOC1 (CAB ekspresyonun zamanlamasi 1) ekspresyonundaki
artisin, kuraklik stres fenotiplerini aciklamayacagi arastirmacilar tarafindan belirtilmistir
(Sanchez ve dig., 2011). Saat bilesenlerinin transkript seviyelerinin degismesi, hem metabolik
dengesizligin hem de ayn1 zamanda abiyotik stres fenotiplerinin tek nedeni degildir. Ozet olarak

sirkadiyen saatin bozulmasinin bitki homeostazini ve gelisimini etkiledigi goriilmektedir.

Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde bitkilerin sirkadiyen ritmi ve abiyotik stres toleransi
sikica birbirine bagl siiregler gibi goriinmektedir. Ancak bitkilerin kuraklik stres tepkisinin
kriptokrom ve fototropin aracili olmasi konusunun genisletilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Abiyotik stres sinyallerinin ritim ile entegrasyonunun gerceklesip gerceklesmedigini ve bitkinin
hayatta kalmasini veya verimliligini en iist diizeye ¢ikarmada rol oynayip oynamadigini test
etmek icin daha fazla calismaya gereksinim duyulmaktadir. Ozet olarak, sonuglarimiz,
sirkadiyen diizenlenme ile bitki biiyiimesi ve abiyotik stres toleransi arasinda baglantiy
saglamak i¢in yararlanilabilir bir kaynak olabilir. Ortamdaki degisikliklere yanit olarak ritmin

islevindeki ayarlamalar, bitkilerin normal sartlarda yasadigi dengeye ulagmalarina ve
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gerektiginde abiyotik stres toleransi olusturmalarini saglayabilir. Bu hipotezler gergeklesirse,
gelecekte bu tlir mekanizmalar, verimi azaltmadan mahsullerdeki abiyotik stres toleransini

gelistirmek icin kullanilabilir.

Sonug olarak, global transkriptomik ¢alismamiz, kuraklik cevabinin, stres faktorii ortaya ¢iktigi
andan itibaren c¢alisan ve bitkiyi olumsuz ¢evresel kosullara cevap vermeye hazir hale getiren
bircok kuraklik yanit geninin strese bagli ifade profilinden kaynaklanabilecegini gostermektir.
Bu c¢alismada global transkriptom verilerini, bitkilerde olasi kuraklik tolerans
mekanizmalarinin farkli doku ve zaman araliklarindaki cevabini anlamak amaciyla elde ettik.
Amacimiz, se¢ilen degiskenler iginde birkag yolak baglantisinin varlhigi ile birlikte, azalan ve
artan ekspresyonlar arasindaki etkilesimi dikkate alarak, farkli genler arasindaki baglantilari
vurgulamak olmustur. Tartigilan genlerin bir kisminin strese cevabin olugmasindaki roli ve
fonksiyonlarmin analizi yapraklarla sinirlt olmasina ragmen, kurakligin algilanmasi ve strese
kars1 belirgin cevabin olusturulmasi gibi faktorlerin ise koklerde one ¢iktig1 gdzlemlenmistir.
Bir genotipte yapraklarda normal olan kuraklik algilama mekanizmalari, stresin ortaya
¢ikmasindan sonra koklerde ¢ok daha hizli ve etkili bir tepki olusturmustur. Bu durum
Darwin’in 140 yil 6nce, “koklerin beyin gibi davrandigimi1 sdylemek c¢ok abarti olmaz, duyu
organlarindan izlenimleri alip cevaplar1 yonetir” diye belirttigi “root-brain” hipotezini

hatirlatmaktadir (Darwin, 1880).

Bu tez ¢aligsmasinda kisa ve uzun siireli kuraklik kosullarinda yetistirilen mercimek fidelerinin
kok ve yapraklarindaki tiim transkriptlerin belirlenmesi yapilmistir. Literatiirde mevcut olan
kuraklik stresi ¢aligmalarindan farkli oldugundan 6ncii bir nitelige sahiptir. Ttiim transkriptlerin
belirlenmesi ve sonuglarinin derinlemesine analiziyle birlikte bu tez c¢alismasi, bitki
metabolizmasinin kurakli§a karsi verimini ve g¢evresel baskilara karsi toleransimi artiracak

molekiiler mekanizmalarin daha fazla arastirilmasi igin iyi bir kaynak olacagi diistiniilmektedir.
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EKLER
EK 1: UniProt Top-Hit tiir dagilim oranlar1 ve sikliklari.

Organizma Tekrar siklig1 Oran (%)
Medicago truncatula 47736 34,6
Cicer arietinum 25257 18,3
Papilionoideae 17775 12,9
Glycine max 3911 2,8
Fusarium 3823 2,8
Pisum sativum 1590 1,2
Phaseoleae 1503 11
Rhizopus delemar (strain RA 99- | 1304 0,9
Glycine soja 1278 0,9
Soja 1239 0,9
Tetrahymena thermophila (strain | 1111 0,8
Vitis vinifera 980 0,7
Paramecium tetraurelia 911 0,7
Acanthamoeba castellanii str. Neff | 743 0,5
Coccomyxa subellipsoidea C-169 727 0,5
Lotus japonicus 717 0,5
Phaseolus vulgaris 671 0,5
Daphnia magna 643 0,5
Phaseolus angularis 605 0,4
Gibberella fujikuroi 541 0,4
Homo sapiens 528 0,4
Ichthyophthirius multifiliis (strain | 508 0,4
Rosids 479 0,3
Vigna radiata var. radiata 412 0,3
Mesangiospermae 405 0,3
Pentapetalae 373 0,3
Pseudozyma 344 0,2
Fusarium oxysporum 343 0,2
Medicago 342 0,2
Rhizopus 308 0,2
Vigna angularis var. angularis 305 0,2
Morus notabilis 282 0,2
fabids 269 0,2
Catarrhini 267 0,2
Ustilaginaceae 262 0,2
Gossypium raimondii 244 0,2
Rhizopus microsporus 242 0,2
Eukaryota 229 0,2
Fusarium  oxysporum f. sp. | 223 0,2
Hypocreales 211 0,2
Bilateria 205 0,1
Vigna 204 0,1
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Bodo saltans 198 0,1
Eucalyptus grandis 192 0,1
Mucorineae 188 0,1
Citrus sinensis 178 0,1
Boreoeutheria 177 0,1
Vicia faba 168 0,1
Simiiformes 166 0,1
Oxytricha trifallax 166 0,1
Gibberella moniliformis (strain | 162 0,1
Theobroma cacao 161 0,1
Eutheria 160 0,1
Fabeae 153 0,1
Malus domestica 152 0,1
Solanum tuberosum 138 0,1
Stylonychia lemnae 138 0,1
eudicotyledons 138 0,1
Fusarium oxysporum f. sp. cubense | 138 0,1
Lens culinaris 128 0,1
Nectriaceae 127 0,1
Nelumbo nucifera 126 0,1
cellular organisms 125 0,1
Plasmodiophora brassicae 124 0,1
Hordeum vulgare var. distichum 123 0,1
Fragaria vesca subsp. vesca 120 0,1
Beta vulgaris subsp. vulgaris 117 0,1
Jatropha curcas 114 0,1
Brassica napus 112 0,1
Candida antarctica 109 0,1
Fusarium oxysporum f. sp. cubense | 108 0,1
Erythranthe guttata 107 0,1
Spermatophyta 105 0,1
Fusarium  oxysporum  (strain | 103 0,1
Musa acuminata subsp. | 103 0,1
Macaca mulatta 102 0,1
Trifolium pratense 102 0,1
Populus 99 0,1
Tetrahymena thermophila 97 0,1
Ricinus communis 95 0,1
Citrus 94 0,1
Amniota 92 0,1
Tarenaya hassleriana 90 0,1
Hominoidea 89 0,1
Homininae 87 0,1
Streptococcus pneumoniae 85 0,1
Coffea canephora 84 0,1
Nectria haematococca (strain 77- | 83 0,1
Genlisea aurea 82 0,1
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Fusarium sambucinum  species | 81 0,1
Populus trichocarpa 79 0,1
Sordariomycetes 79 0,1
Euarchontoglires 76 0,1
Pseudozyma antarctica (strain T- | 74 0,1
Staphylococcus aureus 74 0,1
Fusarium fujikuroi species | 74 0,1
Arundo donax 72 0,1
Triticum aestivum 71 0,1
Magnoliophyta 70 0,1

Ek 2: KEGG KAAS sunucusu kullanilarak birlestirilmis L. culinaris transkriptomunda tanimlanan

yolaklar.
KEGG yolak numarasi KEGG yolak aciklamas1 Transkript sayisi
map01100 Metabolic pathways 848
map01110 Biosynthesis of secondary metabolites 389
map01130 Biosynthesis of antibiotics 213
map01120 Microbial metabolism in diverse 168
map03010 Ribosome 127
map01200 Carbon metabolism 107
map01230 Biosynthesis of amino acids 107
map00190 Oxidative phosphorylation 104
map03040 Spliceosome 83
map04141 Protein processing in endoplasmic 81
map05016 Huntington's disease 80
map00230 Purine metabolism 78
map03013 RNA transport 76
map05169 Epstein-Barr virus infection 75
map05012 Parkinson's disease 73
map04144 Endocytosis 70
map05010 Alzheimer's disease 69
map05166 HTLV-I infection 68
map00240 Pyrimidine metabolism 63
map04120 Ubiquitin mediated proteolysis 63
map04932 Non-alcoholic fatty liver disease 60
map04110 Cell cycle 58
map05200 Pathways in cancer 56
map05165 Human papillomavirus infection 55
map05203 Viral carcinogenesis 53
map04111 Cell cycle - yeast 49
map05168 Herpes simplex infection 49
map03008 Ribosome biogenesis in eukaryotes 47
map04142 Lysosome 45
map05152 Tuberculosis 44
map03015 mRNA surveillance pathway 43
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map04016 MAPK signaling pathway - plant 42
map04151 PI3K-Akt signaling pathway 42
map04723 Retrograde endocannabinoid signaling 41
map04114 Oocyte meiosis 40
map04145 Phagosome 40
map04810 Regulation of actin cytoskeleton 40
map00500 Starch and sucrose metabolism 39
map03018 RNA degradation 39
map03050 Proteasome 39
map04075 Plant hormone signal transduction 39
map04138 Autophagy — yeast 39
map00270 Cysteine and methionine metabolism 38
map00620 Pyruvate metabolism 38
map04113 Meiosis — yeast 38
map04140 Autophagy — animal 38
map04146 Peroxisome 38
map05167 Kaposi's sarcoma-associated 38
map04010 MAPK signaling pathway 37
map05164 Influenza A 37
map05205 Proteoglycans in cancer 37
map00520 Amino sugar and nucleotide sugar 36
map04217 Necroptosis 36
map00260 Glycine, serine and threonine 35
map00564 Glycerophospholipid metabolism 35
map04150 mTOR signaling pathway 35
map04914 Progesterone-mediated oocyte 35
map00010 Glycolysis / Gluconeogenesis 34
map01210 2-Oxocarboxylic acid metabolism 34
map04062 Chemokine signaling pathway 34
map04626 Plant-pathogen interaction 34
map00195 Photosynthesis 33
map00250 Alanine, aspartate and glutamate 33
map04621 NOD-like receptor signaling pathway 33
map01212 Fatty acid metabolism 32
map04152 AMPK signaling pathway 32
map04380 Osteoclast differentiation 32
map04530 Tight junction 32
map00330 Arginine and proline metabolism 31
map00630 Glyoxylate and dicarboxylate 31
map03420 Nucleotide excision repair 31
map04210 Apoptosis 31
map04218 Cellular senescence 31
map05418 Fluid shear stress and atherosclerosis 31
map04014 Ras signaling pathway 30
map04071 Sphingolipid signaling pathway 30
map04510 Focal adhesion 30
map04015 Rap1 signaling pathway 29
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map00860 Porphyrin and chlorophyll metabolism 28
map04024 cAMP signaling pathway 28
map04068 FoxO signaling pathway 28
map04666 Fc gamma R-mediated phagocytosis 28
map04910 Insulin signaling pathway 28
map04919 Thyroid hormone signaling pathway 28
map00710 Carbon fixation in photosynthetic 27
map04212 Longevity regulating pathway - worm 27
map05161 Hepatitis B 27
map05162 Measles 27
map05206 MicroRNAs in cancer 27
map00020 Citrate cycle 26
map00051 Fructose and mannose metabolism 26
map00562 Inositol phosphate metabolism 26
map03030 DNA replication 26
map04066 HIF-1 signaling pathway 26
map04371 Apelin signaling pathway 26
map04650 Natural killer ~ cell mediated 26
map04921 Oxytocin signaling pathway 26
map05160 Hepatitis C 26
map00640 Propanoate metabolism 25
map05120 Epithelial cell signaling in 25
map00510 N-Glycan biosynthesis 24
map00561 Glycerolipid metabolism 24
map03440 Homologous recombination 24
map04070 Phosphatidylinositol signaling system 24
map04310 Whit signaling pathway 24
map04611 Platelet activation 24
map04660 T cell receptor signaling pathway 24
map04670 Leukocyte transendothelial migration 24
map04922 Glucagon signaling pathway 24
map00280 Valine, leucine and isoleucine 23
map00400 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan 23
map00970 Aminoacyl-tRNA biosynthesis 23
map03020 RNA polymerase 23
map04022 cGMP-PKG signaling pathway 23
map04721 Synaptic vesicle cycle 23
map04728 Dopaminergic synapse 23
map05202 Transcriptional misregulation in cancer 23
map00100 Steroid biosynthesis 22
map00220 Arginine biosynthesis 22
map00380 Tryptophan metabolism 22
map03060 Protein export 22
map03410 Base excision repair 22
map04260 Cardiac muscle contraction 22
map04931 Insulin resistance 22
map05100 Bacterial invasion of epithelial cells 22
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map00030 Pentose phosphate pathway 21
map00052 Galactose metabolism 21
map00480 Glutathione metabolism 21
map00900 Terpenoid backbone biosynthesis 21
map03430 Mismatch repair 21
map03460 Fanconi anemia pathway 21
map04261 Adrenergic signaling in 21
map04612 Antigen processing and presentation 21
map04926 Relaxin signaling pathway 21
map05034 Alcoholism 21
map05132 Salmonella infection 21
map05323 Rheumatoid arthritis 21
map00410 beta-Alanine metabolism 20
map00940 Phenylpropanoid biosynthesis 20
map04072 Phospholipase D signaling pathway 20
map04360 Axon guidance 20
map04659 Th17 cell differentiation 20
map04712 Circadian rhythm - plant 20
map04722 Neurotrophin signaling pathway 20
map04915 Estrogen signaling pathway 20
map05110 Vibrio cholerae infection 20
map05142 Chagas disease 20
map00350 Tyrosine metabolism 19
map00650 Butanoate metabolism 19
map00680 Methane metabolism 19
map00720 Carbon  fixation  pathways in 19
map04011 MAPK signaling pathway - yeast 19
map05131 Shigellosis 19
map05211 Renal cell carcinoma 19
map00310 Lysine degradation 18
map00920 Sulfur metabolism 18
map03022 Basal transcription factors 18
map04013 MAPK signaling pathway - fly 18
map04213 Longevity regulating pathway - 18
map04520 Adherens junction 18
map04623 Cytosolic DNA-sensing pathway 18
map04662 B cell receptor signaling pathway 18
map05210 Colorectal cancer 18
map05231 Choline metabolism in cancer 18
map00071 Fatty acid degradation 17
map00770 Pantothenate and CoA biosynthesis 17
map01522 Endocrine resistance 17
map01524 Platinum drug resistance 17
map02010 ABC transporters 17
map04390 Hippo signaling pathway 17
map05134 Legionellosis 17
map05215 Prostate cancer 17
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map05224 Breast cancer 17
map00360 Phenylalanine metabolism 16
map00513 Various types of N-glycan biosynthesis 16
map04020 Calcium signaling pathway 16
map04211 Longevity regulating pathway 16
map04270 Vascular smooth muscle contraction 16
map04657 IL-17 signaling pathway 16
map04658 Th1 and Th2 cell differentiation 16
map04668 TNF signaling pathway 16
map04725 Cholinergic synapse 16
map04727 GABAergic synapse 16
map05145 Toxoplasmosis 16
map05230 Central carbon metabolism in cancer 16
map00130 Ubiquinone and other terpenoid- 15
map00563 Glycosylphosphatidylinositol 15
map00600 Sphingolipid metabolism 15
map02024 Quorum sensing 15
map04012 ErbB signaling pathway 15
map04060 Cytokine-cytokine receptor interaction 15
map04115 p53 signaling pathway 15
map04724 Glutamatergic synapse 15
map04912 GnRH signaling pathway 15
map05130 Pathogenic Escherichia coli infection 15
map05212 Pancreatic cancer 15
map00061 Fatty acid biosynthesis 14
map00592 alpha-Linolenic acid metabolism 14
map00760 Nicotinate and nicotinamide 14
map00790 Folate biosynthesis 14
map01521 EGFR tyrosine kinase inhibitor 14
map02020 Two-component system 14
map04064 NF-kappa B signaling pathway 14
map04130 SNARE interactions in vesicular 14
map04136 Autophagy - other 14
map04137 Mitophagy - animal 14
map04214 Apoptosis - fly 14
map04540 Gap junction 14
map04620 Toll-like receptor signaling pathway 14
map04630 Jak-STAT signaling pathway 14
map04664 Fc epsilon RI signaling pathway 14
map04933 AGE-RAGE signaling pathway in 14
map04972 Pancreatic secretion 14
map05133 Pertussis 14
map05140 Leishmaniasis 14
map05146 Amoebiasis 14
map05214 Glioma 14
map05221 Acute myeloid leukemia 14
map00040 Pentose and glucuronate 13
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map00300 Lysine biosynthesis 13
map00906 Carotenoid biosynthesis 13
map00983 Drug metabolism - other enzymes 13
map01523 Antifolate resistance 13
map04139 Mitophagy — yeast 13
map04370 VEGF signaling pathway 13
map04713 Circadian entrainment 13
map04720 Long-term potentiation 13
map04726 Serotonergic synapse 13
map04916 Melanogenesis 13
map04917 Prolactin signaling pathway 13
map04976 Bile secretion 13
map05213 Endometrial cancer 13
map05220 Chronic myeloid leukemia 13
map05222 Small cell lung cancer 13
map00460 Cyanoamino acid metabolism 12
map01040 Biosynthesis of unsaturated fatty acids 12
map03320 PPAR signaling pathway 12
map04391 Hippo signaling pathway - fly 12
map04640 Hematopoietic cell lineage 12
map04962 Vasopressin-regulated water 12
map05223 Non-small cell lung cancer 12
map00053 Ascorbate and aldarate metabolism 11
map00196 Photosynthesis - antenna proteins 11
map00340 Histidine metabolism 11
map00910 Nitrogen metabolism 11
map04730 Long-term depression 11
map04750 Inflammatory mediator regulation of 11
map04918 Thyroid hormone synthesis 11
map04925 Aldosterone synthesis and secretion 11
map04966 Collecting duct acid secretion 11
map05014 Amyotrophic lateral sclerosis 11
map05032 Morphine addiction 11
map05340 Primary immunodeficiency 11
map00062 Fatty acid elongation 10
map00073 Cutin, suberine and wax biosynthesis 10
map00590 Arachidonic acid metabolism 10
map00670 One carbon pool by folate 10
map00730 Thiamine metabolism 10
map00740 Riboflavin metabolism 10
map00960 Tropane, piperidine and pyridine 10
map04216 Ferroptosis 10
map04340 Hedgehog signaling pathway 10
map04350 TGF-beta signaling pathway 10
map04550 Signaling pathways regulating 10
map04740 Olfactory transduction 10
map04920 Adipocytokine signaling pathway 10
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map04961 Endocrine and other factor-regulated 10
map04970 Salivary secretion 10
map05031 Amphetamine addiction 10
map05322 Systemic lupus erythematosus 10
map05416 Viral myocarditis 10
map00290 Valine, leucine and isoleucine 9
map00450 Selenocompound metabolism 9
map00565 Ether lipid metabolism 9
map00941 Flavonoid biosynthesis 9
map04341 Hedgehog signaling pathway - fly 9
map04622 RIG-I-like receptor signaling pathway 9
map04911 Insulin secretion 9
map04923 Regulation of lipolysis in adipocytes 9
map04924 Renin secretion 9
map04971 Gastric acid secretion 9
map04978 Mineral absorption 9
map05218 Melanoma 9
map00511 Other glycan degradation 8
map00514 Other types of O-glycan biosynthesis 8
map00950 Isoquinoline alkaloid biosynthesis 8
map04122 Sulfur relay system 8
map04514 Cell adhesion molecules 8
map04973 Carbohydrate digestion and absorption 8
map04974 Protein digestion and absorption 8
map05144 Malaria 8
map05216 Thyroid cancer 8
map00540 Lipopolysaccharide biosynthesis 7
map00660 C5-Branched dibasic acid metabolism 7
map00780 Biotin metabolism 7
map00904 Diterpenoid biosynthesis 7
map00905 Brassinosteroid biosynthesis 7
map00909 Sesquiterpenoid  and  triterpenoid 7
map00980 Metabolism  of  xenobiotics by 7
map00982 Drug metabolism - cytochrome P450 7
map03070 Bacterial secretion system 7
map04330 Notch signaling pathway 7
map04930 Type Il diabetes mellitus 7
map05020 Prion diseases 7
map05204 Chemical carcinogenesis 7
map05219 Bladder cancer 7
map00261 Monobactam biosynthesis 6
map00430 Taurine and hypotaurine metabolism 6
map00627 Aminobenzoate degradation 6
map00750 Vitamin B6 metabolism 6
map01220 Degradation of aromatic compounds 6
map04624 Toll and Imd signaling pathway 6

6

map04710

Circadian rhythm
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map04940 Type | diabetes mellitus 6
map04960 Aldosterone-regulated sodium 6
map04964 Proximal tubule bicarbonate 6
map05410 Hypertrophic cardiomyopathy 6
map05414 Dilated cardiomyopathy 6
map00072 Synthesis and degradation of ketone 5
map00440 Phosphonate and phosphinate 5
map00625 Chloroalkane  and  chloroalkene 5
map00966 Glucosinolate biosynthesis 5
map02026 Biofilm formation - Escherichia coli 5
map04320 Dorso-ventral axis formation 5
map04392 Hippo signaling pathway - multiple 5
map04610 Complement and coagulation cascades 5
map04614 Renin-angiotensin system 5
map04975 Fat digestion and absorption 5
map05030 Cocaine addiction 5
map05143 African trypanosomiasis 5
map05150 Staphylococcus aureus infection 5
map05321 Inflammatory bowel disease 5
map00362 Benzoate degradation 4
map00521 Streptomycin biosynthesis 4
map00591 Linoleic acid metabolism 4
map00643 Styrene degradation 4
map00830 Retinol metabolism 4
map00902 Monoterpenoid biosynthesis 4
map00908 Zeatin biosynthesis 4
map00930 Caprolactam degradation 4
map04112 Cell cycle - Caulobacter 4
map04672 Intestinal immune network for IgA 4
map04745 Phototransduction — fly 4
map05217 Basal cell carcinoma 4
map05320 Autoimmune thyroid disease 4
map05330 Allograft rejection 4
map05332 Graft-versus-host disease 4
map05412 Arrhythmogenic  right  ventricular 4
map00333 Prodigiosin biosynthesis 3
map00401 Novobiocin biosynthesis 3
map00531 Glycosaminoglycan degradation 3
map00604 Glycosphingolipid  biosynthesis - 3
map00626 Naphthalene degradation 3
map02025 Biofilm formation - Pseudomonas 3
map03450 Non-homologous end-joining 3
map04080 Neuroactive ligand-receptor 3
map04215 Apoptosis - multiple species 3
map04512 ECM-receptor interaction 3
map04711 Circadian rhythm — fly 3

3

map04742

Taste transduction
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map04913 Ovarian steroidogenesis 3
map04950 Maturity onset diabetes of the young 3
map00120 Primary bile acid biosynthesis 2
map00140 Steroid hormone biosynthesis 2
map00232 Caffeine metabolism 2
map00281 Geraniol degradation 2
map00332 Carbapenem biosynthesis 2
map00405 Phenazine biosynthesis 2
map00603 Glycosphingolipid biosynthesis - globo 2
map00785 Lipoic acid metabolism 2
map00901 Indole alkaloid biosynthesis 2
map00903 Limonene and pinene degradation 2
map00942 Anthocyanin biosynthesis 2
map00944 Flavone and flavonol biosynthesis 2
map00945 Stilbenoid,  diarylheptanoid  and 2
map00981 Insect hormone biosynthesis 2
map01503 Cationic antimicrobial peptide 2
map04744 Phototransduction 2
map04977 Vitamin digestion and absorption 2
map05111 Biofilm formation - Vibrio cholerae 2
map05310 Asthma 2
map00254 Aflatoxin biosynthesis 1
map00311 Penicillin and cephalosporin 1
map00361 Chlorocyclohexane and chlorobenzene 1
map00364 Fluorobenzoate degradation 1
map00471 D-Glutamine and D-glutamate 1
map00512 Mucin type O-glycan biosynthesis 1
map00523 Polyketide sugar unit biosynthesis 1
map00524 Neomycin, kanamycin and gentamicin 1
map00525 Acarbose and validamycin 1
map00533 Glycosaminoglycan biosynthesis - 1
map00623 Toluene degradation 1
map00633 Nitrotoluene degradation 1
map00965 Betalain biosynthesis 1
map01051 Biosynthesis of ansamycins 1
map01055 Biosynthesis of vancomycin group 1
map01062 Biosynthesis of terpenoids and steroids 1
map01501 beta-Lactam resistance 1

1

map05033

Nicotine addiction
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Ek 3: L. culinaris'in yaprak ve kok dokularinda 6nemli 6l¢iide zenginlestirilmis (Benjamin correction,
p < 0.05) gen ontolojisi (GO) biyolojik siiregleri. Farkli olarak ifade edilen diizenlenmis GO
terimleri tabloda artan (upregulation) veya azalan (downregulation) ekspresyon seviyesi olarak

gosterilmistir.
GO ID GO Terimi Sayim | Yizdesi Fold Benjamin Ornek Regulasyon
(%) Enrichment | correction ID
(p value)

G0:0007169 transmembrane 32 1,69133 3,3880952 3,23E-06 1. giun | Down-
receptor protein 19 38 yaprak regulated
tyrosine kinase
signaling pathway

G0:0006468 protein 105 5,54968 | 1,6611889 1,66E-04 1. gin | Down-
phosphorylation 29 37 yaprak regulated

G0:0015979 photosynthesis 29 1,53276 2,8924635 2,37E-04 1. gin | Down-

96 52 regulated
yaprak

GO0:0009773 photosynthetic 9 0,47568 | 7,7423270 | 0,00178895 | 1. gin | Down-
electron transport in 71 09 8 regulated

yaprak
photosystem |

G0:0042742 defense response to | 42 2,21987 2,0945425 0,00230403 | 1. gin | Down-
bacterium 32 72 1 regulated

yaprak

GO0:0006810 transport 49 2,58985 1,9325005 0,00292611 | 1. giin | Down-

2 97 9 regulated
yaprak

G0:0009416 response to light | 31 1,63847 2,2696183 0,00650712 | 1. gin | Down-
stimulus 78 19 1 regulated

yaprak

G0:0006952 defense response 75 3,96405 1,5688605 0,01648099 | 1. gin | Down-

92 89 4 regulated
yaprak

GO0:0071554 cell wall organization | 11 0,58139 | 4,3258715 0,01848575 | 1. giin | Down-
or biogenesis 53 99 8 regulated

yaprak

G0:0010025 wax biosynthetic | 9 0,47568 5,3859666 0,01708322 | 1. gin | Down-
process 71 15 9 yaprak regulated

G0:0071555 cell wall organization | 42 2,21987 1,8410628 0,02059890 | 1. giin | Down-

32 98 1 regulated
yaprak

G0:0080167 response to karrikin 22 1,16279 2,3657110 0,03571539 | 1. giin | Down-

07 31 4 regulated
yaprak

G0:00063G0:00000 | transcription, DNA- | 159 13,6130 2,0629176 2,14E-16 1. gin | Up-

51 templated 14 56 regulated

yaprak
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GO0:0006355 regulation of | 153 13,0993 1,7667981 6,74E-10 1. gin | Up-
transcription 15 3 regulated
yaprak
GO0:0009738 abscisic acid- | 28 2,39726 | 3,5135802 9,25E-06 1. gin | Up-
activated  signaling 03 47 yaprak regulated
pathway
G0:0009737 response to abscisic | 42 3,59589 2,6084320 1,02E-05 1. gin | Up-
acid 04 36 regulated
yaprak
G0:0009908 flower development | 27 2,31164 3,2706859 4,41E-05 1. gin | Up-
38 97 regulated
yaprak
GO0:0016567 protein 44 3,76712 | 2,3610995 | 5,15E-05 1. gin | Up-
ubiquitination 33 08 regulated
yaprak
G0:0045893 positive regulation of | 25 2,14041 2,8190756 0,00134873 | 1. gin | Up-
transcription 1 59 6 regulated
yaprak
G0:0009414 response to water | 28 2,39726 2,4557281 0,00386370 | 1. gun | Up-
deprivation 03 3 3 regulated
yaprak
G0:0045892 negative regulation | 17 1,45547 3,1043492 0,01268362 | 1. gin | Up-
of transcription 95 85 9 regulated
yaprak
G0:0006468 protein 171 5,67917 | 1,8098607 1,27E-11 4. gin | Down-
phosphorylation 64 99 yaprak regulated
G0:0009658 chloroplast 35 1,16240 | 2,5782578 | 2,51E-04 4. gin | Down-
organization 45 4 yaprak regulated
GO0:0009773 photosynthetic 11 0,36532 6,3305438 5,63E-04 4. gun | Down-
electron transport in 71 03 regulated
yaprak
photosystem |
G0:0042742 defense response to | 55 1,82663 1,8349402 0,00542362 | 4. gin | Down-
bacterium 57 33 9 regulated
yaprak
G0:0000413 protein peptidyl- | 17 0,56459 | 3,3305762 | 0,00688046 | 4. gin | Down-
prolyl isomerization 65 37 7 yaprak regulated
GO0:0009834 plant-type 16 0,53138 | 3,3483868 | 0,01016879 | 4. gin | Down-
secondary cell wall 49 05 2 regulated
. . yaprak
biogenesis
G0:0010942 positive regulation of | 7 0,23248 8,0570557 0,00937220 | 4. gin | Down-
cell death 09 49 6 regulated

yaprak
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G0:0007169 transmembrane 31 1,02955 2,1957690 0,01035848 | 4. gin | Down-
recep.tor prf)teln 83 39 9 yaprak regulated
tyrosine kinase
signaling pathway

G0:0048481 plant ovule | 15 0,49817 3,0693545 0,03711519 | 4. gin | Down-
development 34 71 9 regulated

yaprak

G0:0007623 circadian rhythm 24 0,79707 2,2782838 0,03919114 | 4. gin | Down-

74 05 2 regulated
yaprak

G0:0009626 plant-type 20 0,66423 2,4886658 0,04118290 | 4. giin | Down-
hypersensitive 12 68 1 yaprak regulated
response

G0:0071482 cellular response to | 8 0,26569 | 5,2617506 0,04333171 | 4. gin | Down-
light stimulus 25 93 1 regulated

yaprak

G0:0006810 transport 60 1,99269 1,5830482 0,04978203 | 4. giin | Down-

35 03 5 regulated
yaprak

G0:0016567 protein 60 4,23429 2,6748120 1,06E-08 4. gun | Up-
ubiquitination 78 3 regulated

yaprak

G0:0009414 response to water | 38 2,68172 2,7687660 2,16E-05 4. gun | Up-
deprivation 19 01 yaprak regulated

GO0:0009737 response to abscisic | 45 3,17572 2,3217911 1,25E-04 4. gin | Up-
acid 34 53 regulated

yaprak

G0:0006351 transcription, DNA- | 141 9,95059 1,5197924 9,75E-05 4. gin | Up-
templated 99 56 yaprak regulated

GO0:0009873 ethylene-activated 26 1,83486 | 2,9527533 5,31E-04 4. gin | Up-
signaling pathway 24 92 yaprak regulated

GO0:0006511 ubiquitin-dependent | 30 2,11714 | 2,5200708 0,00161643 | 4. gun | Up-
protein catabolic 89 38 8 regulated

yaprak
process

G0:0009651 response to salt | 47 3,31686 1,9740554 0,00239953 | 4. gin | Up-
stress 66 9 regulated

yaprak

GO0:0006355 regulation of | 144 10,1623 1,3814602 0,00602647 | 4. gin | Up-
transcription, DNA- 15 58 4 regulated

yaprak
templated

GO0:0009738 abscisic acid- | 24 1,69371 | 2,5019780 | 0,01135246 | 4. gin | Up-
activated  signaling 91 22 1 yaprak regulated

pathway
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G0:0042742 defense response to | 30 2,11714 2,2096273 0,01118014 | 4. gin | Up-
bacterium 89 29 4 regulated
yaprak
G0:0009409 response to cold 30 2,11714 | 2,0396559 0,03915840 | 4. gin | Up-
89 96 4 regulated
yaprak
G0:0009908 flower development | 23 1,62314 2,3146393 0,03701843 | 4. gin | Up-
75 21 5 regulated
yaprak
G0:0009834 plant-type 11 1,74326 10,959123 2,44E-05 1. gin | Down-
secondary cell wall 47 22 kok regulated
biogenesis
G0:0007169 transmembrane 16 2,53565 5,3952606 8,09E-05 1. gun | Down-
receptor protein 77 64 KBk regulated
tyrosine kinase
signaling pathwav
G0O:0006468 protein 42 6,65610 2,1162444 0,00172446 | 1. gin | Down-
phosphorylation 14 84 6 KBk regulated
G0:0042744 hydrogen peroxide | 11 1,74326 | 5,4179935 0,00501195 | 1. gin | Down-
catabolic process 47 03 7 KBk regulated
GO0:0071555 cell wall organization | 21 3,32805 | 2,9317399 0,00433169 | 1. gin | Down-
07 7 9 KBk regulated
G0:0010200 response to chitin 13 2,06022 4,2847699 0,00515874 | 1. giin | Down-
19 82 5 KBk regulated
GO0:0015706 nitrate transport 6 0,95087 13,150947 0,00581723 | 1. giin | Down-
16 87 4 KBk regulated
GO0:0001944 vasculature 6 0,95087 10,116113 0,01917035 | 1. gin | Down-
development 16 74 KBk regulated
G0:0009908 flower development | 33 3,07548 | 4,6139142 1,01E-09 1. gin | Up-
93 92 KBk regulated
G0:0009408 response to heat 27 2,51630 4,7659637 3,87E-08 1. gin | Up-
94 4 KBk regulated
G0:0006351 transcription, DNA- | 113 10,5312 1,6921688 7,95E-06 1. gun | Up-
templated 21 94 KBk regulated
GO0:0006511 ubiquitin-dependent | 29 2,70270 | 3,3844615 9,59E-06 1. gin | Up-
protein catabolic 27 48 KBk regulated

process
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G0:0051028 mRNA transport 12 1,11835 | 8,6900763 1,38E-05 1. gin | Up-
97 36 Kok regulated
GO0:0009737 response to abscisic | 36 3,35507 | 2,5805556 1,01E-04 1. gin | Up-
acid 92 63 KBk regulated
G0:0009733 response to auxin 29 2,70270 2,8242748 2,32E-04 1. gin | Up-
27 09 KBk regulated
G0:0009414 response to water | 28 2,60950 2,8343976 2,96E-04 1. gin | Up-
deprivation 61 58 KBk regulated
GO0:0006355 regulation of | 114 10,6244 | 1,5194305 5,15E-04 1. gin | Up-
transcription, DNA- 18 25 . regulated
kok
templated
G0:0045892 negative regulation | 18 1,67753 3,7938019 5,24E-04 1. gin | Up-
of transcription, 96 82 KBk regulated
DNA-templated
G0:0009409 response to cold 27 2,51630 | 2,5503484 | 0,00223226 | 1. gin | Up-
94 9 2 KBk regulated
GO0:0016567 protein 35 3,26188 | 2,1677547 0,00312544 | 1. gin | Up-
ubiquitination 26 88 1 KBk regulated
G0:0006974 cellular response to | 9 0,83876 5,9112728 0,00886338 | 1. gin | Up-
DNA damage 98 56 5 KBk regulated
stimulus
G0:0010072 primary shoot apical | 6 0,55917 11,297099 0,00882819 | 1. gin | Up-
meristem 99 24 4 . regulated
e kok
specification
GO0:0009965 leaf morphogenesis 10 0,93196 | 4,8694393 0,01248818 | 1. gin | Up-
64 26 9 KBk regulated
G0:0016569 covalent chromatin | 12 1,11835 3,8512838 0,01694562 | 1. gin | Up-
modification 97 31 3 . regulated
kok
G0:0008380 RNA splicing 15 1,39794 | 3,0922716 0,02125858 | 1. gin | Up-
97 89 9 KBk regulated
GO0:0000973 posttranscriptional 4 0,37278 | 22,594198 0,02338109 | 1. giin | Up-
tethering of RNA 66 47 KBk regulated
polymerase Il gene
DNA _at  nuclear
G0:0009651 response to salt | 33 3,07548 1,9256419 0,02809124 | 1. gin | Up-
stress 93 15 2 regulated

kok
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G0:0061077 chaperone- 7 0,65237 6,1781011 0,03944862 | 1. gin | Up-
mediated protein 65 45 1 .. regulated
. kok
folding
G0:0010228 vegetative to | 12 1,11835 3,3226762 0,04541292 | 1. gin | Up-
reproductive phase 97 46 1 KBk regulated
transition of
meristem
GO0:0015031 protein transport 25 2,32991 2,0827985 0,04704271 | 1. gin | Up-
61 32 7 KBk regulated
G0:0006406 mRNA export from | 6 0,55917 7,3676734 0,04672543 | 1. giin | Up-
nucleus 99 15 3 KBk regulated
G0:0006351 transcription, DNA- | 242 7,40967 1,6235832 8,89E-12 4. gin | Down-
templated 54 32 kok regulated
G0:0010200 response to chitin 42 1,28597 3,9957520 6,74E-12 4. gin | Down-
67 34 KBk regulated
G0:0006468 protein 136 4,16411 1,9779738 4,99E-12 4. gin | Down-
phosphorylation 51 04 KBk regulated
G0:0006355 regulation of | 253 7,74647 1,5107424 1,56E-09 4, gin | Down-
transcription, DNA- 89 91 . regulated
kok
templated
G0:0042742 defense response to | 54 1,65339 2,4756289 2,96E-07 4. gin | Down-
bacterium 87 78 KBk regulated
GO0:0009611 response to | 43 1,31659 2,7341117 7,27E-07 4. gin | Down-
wounding 52 35 KBk regulated
GO0:0009873 ethylene-activated 40 1,22473 | 2,8275340 | 8,78E-07 4. gin | Down-
signaling pathway 97 28 KBk regulated
G0:0009816 defense response to | 17 0,52051 4,8887420 1,75E-05 4. gin | Down-
bacterium, 44 72 . regulated
. . kok
incompatible
interaction
G0:0006952 defense response 90 2,75566 1,7306828 5,25E-05 4. gin | Down-
44 72 KBk regulated
GO0:0048544 recognition of pollen | 15 0,45927 | 4,8666210 1,06E-04 4. gin | Down-
74 67 KBk regulated
GO0:0016567 protein 63 1,92896 | 1,7481415 | 0,00217161 | 4. giin | Down-
ubiquitination 51 15 5 regulated

kok
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G0:0009651 response to salt | 64 1,95958 1,6731523 0,00638212 | 4. gun | Down-
stress 36 67 1 Kok regulated
GO0:0007169 transmembrane 25 0,76546 | 2,4333105 0,00761681 | 4. giin | Down-
receptor protein 23 34 8 KBk regulated
tyrosine kinase
signaling pathway
G0:0009620 response to fungus 17 0,52051 2,9875645 0,01185693 | 4. giin | Down-
44 99 2 KBk regulated
G0:0009414 response to water | 41 1,25535 1,8594329 0,01516929 | 4. giin | Down-
deprivation 82 96 9 KBk regulated
G0:0007623 circadian rhythm 20 0,61236 | 2,6089102 0,01509258 | 4. giin | Down-
99 63 2 KBk regulated
G0:0045892 negative regulation | 24 0,73484 2,2662474 0,02477648 | 4. gin | Down-
of transcription, 38 22 5 KBk regulated
DNA-templated
G0:0046777 protein 24 0,73484 | 2,2494604 | 0,02612043 | 4. gin | Down-
autophosphorylatio 38 04 5 KBk regulated
n
GO0:0008219 cell death 12 0,36742 | 3,4508767 0,03328666 | 4. giin | Down-
19 57 2 KBk regulated
G0:0009886 post-embryonic 6 0,18371 | 7,5919288 0,03598005 | 4. giin | Down-
morphogenesis 1 65 KBk regulated
G0:0009626 plant-type 16 0,48989 | 2,7358302 0,03606881 | 4. giin | Down-
hypersensitive 59 21 1 KBk regulated
response
G0:0018298 protein- 12 0,36742 | 3,3741906 0,03533116 | 4. giin | Down-
chromophore 19 06 3 . regulated
. kok
linkage
G0:0051301 cell division 67 2,08917 2,9081700 1,53E-12 4. gin | Up-
99 65 KBk regulated
G0:0071555 cell wall organization | 77 2,40099 2,3203984 2,27E-09 4. gin | Up-
78 56 KBk regulated
GO0:0007169 transmembrane 42 1,30963 | 3,0570843 3,31E-08 4. gin | Up-
receptor protein 52 99 KBk regulated
tyrosine kinase
signaling pathway
GO0:0007067 mitotic nuclear | 32 0,99781 3,6047253 6,47E-08 4. gun | Up-
division 73 68 regulated

kok
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G0:0009834 plant-type 22 0,68599 4,7312020 1,78E-07 4. gun | Up-
secondary cell wall 94 46 . regulated
. . kok
biogenesis
GO0:0009826 unidimensional cell | 34 1,06018 | 2,8221205 1,28E-05 4. gin | Up-
growth 09 19 KBk regulated
G0:0007049 cell cycle 34 1,06018 2,6370634 6,42E-05 4. gin | Up-
09 35 KBk regulated
G0:0000911 cytokinesis by cell | 17 0,53009 | 4,1246376 1,71E-04 4. gin | Up-
plate formation 04 81 KBk regulated
G0:0016567 protein 82 2,55690 | 1,7015726 | 3,51E-04 4. gin | Up-
ubiquitination 68 66 KBk regulated
G0:0006281 DNA repair 43 1,34081 2,0973369 7,86E-04 4. gin | Up-
7 89 KBk regulated
G0:0006260 DNA replication 25 0,77954 2,7830600 7,53E-04 4. gin | Up-
47 27 KBk regulated
G0:0007131 reciprocal  meiotic | 16 0,49890 | 3,7849616 | 9,54E-04 4. gin | Up-
recombination 86 37 . regulated
kok
G0:0009825 multidimensional 11 0,34299 | 5,2043222 | 0,00152540 | 4. gin | Up-
cell growth 97 51 5 KBk regulated
G0:0045492 xylan  biosynthetic | 12 0,37418 4,2055129 0,00569477 | 4. gin | Up-
process 15 3 5 KBk regulated
G0:0006298 mismatch repair 10 0,31181 4,9802126 0,00633759 | 4. gin | Up-
79 8 3 KBk regulated
G0:0045489 pectin  biosynthetic | 13 0,40536 3,8441016 0,00598465 | 4. gin | Up-
process 33 62 4 KBk regulated
G0:0010315 auxin efflux 10 0,31181 4,7312020 0,00920203 | 4. gin | Up-
79 46 5 KBk regulated
GO0:0071554 cell wall organization | 13 0,40536 | 3,5146072 | 0,01448293 | 4. gin | Up-
or biogenesis 33 34 9 KBk regulated
GO0:0006468 protein 126 3,92890 | 1,3704171 | 0,01753134 | 4. gin | Up-
phosphorylation 55 a4 8 regulated

kok
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G0:0048364 root development 33 1,02899 | 1,9763249 | 0,01898074 | 4. giin | Up-
91 05 4 Kok regulated
G0:0009793 embryo 74 2,30745 | 1,5255292 | 0,01955208 | 4. gin | Up-
development ending 24 5 . regulated
. kok
in seed dormancy
G0:0008356 asymmetric cell | 8 0,24945 5,4070880 0,01974980 | 4. gin | Up-
division 43 53 5 KBk regulated
G0:0010078 maintenance of root | 8 0,24945 5,4070880 0,01974980 | 4. giin | Up-
meristem identity 43 53 5 KBk regulated
G0:0010540 basipetal auxin | 12 0,37418 | 3,5484015 | 0,02067472 | 4. gin | Up-
transport 15 35 5 KBk regulated
G0:0010087 phloem or xylem | 11 0,34299 | 3,7173730 | 0,02622486 | 4. gin | Up-
histogenesis 97 36 7 KBk regulated
G0:0009958 positive gravitropism | 12 0,37418 3,4408742 0,02576373 | 4. giin | Up-
15 15 7 KBk regulated
G0:0043570 maintenance of DNA | 5 0,15590 | 9,4624040 | 0,0370158 4. gin | Up-
repeat elements 89 92 .. regulated
kok
G0:0043481 anthocyanin 5 0,15590 9,4624040 0,0370158 4. gin | Up-
accumulation in 89 92 KBk regulated
tissues in response
to UV light
G0:0009934 regulation of | 9 0,28063 | 4,2580818 | 0,03751587 | 4. gin | Up-
meristem structural 61 41 3 KBk regulated
organization
G0:0007015 actin filament | 9 0,28063 | 4,2580818 | 0,03751587 | 4. gin | Up-
organization 61 41 3 KBk regulated
GO0:0006270 DNA replication | 10 0,31181 | 3,7849616 | 0,04098500 | 4. gin | Up-
initiation 79 37 7 KBk regulated
G0:0009965 leaf morphogenesis 16 0,49890 2,6103183 0,04569794 | 4. gin | Up-
86 7 6 KBk regulated
G0:0016126 Sterol  biosynthetic | 13 0,40536 | 3,0002744 | 0,04445294 | 4. gin | Up-
process 33 68 1 regulated

kok
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