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OZET

Soya (Glycine max [L.] Merr.), diinya ¢apinda 6nemli ekonomik kazanglarin elde
edildigi yag bitkilerinden birisi olarak bilinmektedir. Kuraklik, kiiresel iklim
kosullarinin degismesiyle birlikte artisa gegmekte ve diinya ¢apinda soya verimliligini
olumsuz etkileyen en onemli abiyotik stres faktorii olarak degerlendirilmektedir.
Transkripsiyon faktorleri, stres tipine bagli olarak cesitli transkript diizenlemeleri
saglar ve stresle ilgili cok sayida genin bitkilerde dogrudan veya dolayli olarak devreye
girmesini kontrol eder. NF-YA transkripsiyon faktorleri, soyada verimi 6nemli 6lgiide
etkileyen kurakliga karsi tolerans saglamaktadir. GmNFYAS, tim GmNFYA'lar
arasinda kuraklik stresinde gen anlatimi ytiksek olan bir transkripsiyon faktoriidiir.

Mutant soya hatlarinda kuraklik stresinin GmNFYAS aracili etkisini arastirmay1
amaglayan bu ¢alismada, optimum kosullarda 14 giin boyunca yetistirilen mutant ve
mutantin kokenlendigi orjinal ¢eside ait bitkiler kuraklik stresi i¢in 14 giin boyunca
sudan kesilmistir. Bitkinin stresten kurtulmasimi degerlendirmek i¢in yeniden su
uygulamasindan 24 saat sonra yeniden sulamanin bitkilerde neden oldugu degisiklikler
gozlenmistir. Kuraklik stresi ve yeniden sulamanin etkisinin arastirilmasi igin
biyokimyasal analizler gergeklestirilmistir. Ayni1 zamanda hasat edilen yapraklardan
total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Izolasyon sonucu elde
edilen RNA’larin dizilemesi (RNA-seq) gerceklestirilmis ve transkriptom analizi
sonucunda kuraklik stresinde anlatimi artan ve azalan genler tespit edilmistir. Tespit
edilen genlerin gen ontolojisi (GO) ve KEGG analizleri gergeklestirilmistir. Kuraklik
stresinin bitki boy uzunluklarinda azalmaya ve soya yapraklarinda ciddi hasarla neden
oldugu goriilmiistiir. MDA ve prolin igerikleri kuraklik stresinde artarken klorofil
miktarinda azalma tespit edilmistir. Tiim biyokimyasal analizlerde yeniden sulama
uygulamasinda 150-43 soya mutantinda kuraklik stresi etkilerinin iyilestigi
gozlemlenmistir. NFY A iligkili hem ABA’ya bagimli hem de ABA’ya bagimsiz sinyal
yollarinda rol oynayan genlerin anlatimlar1 belirlenmistir. Elde edilen RNA-seq
verileri igerisinden kuraklik ile iliskili genlerin stres yanitinda rol oynadiklar
mekanizmalar ABA biyosentezi, ABA bagimli sinyal yolu ve glutatyon metabolizmasi
basta olmak tizere agiklanmistir. Kuraklik stresine yanitta hem ABA bagimli hem de
ABA bagimsiz yolakta rol oynadigi bilinen GmNFY A5 geninin farkli soya ¢esitleri ve
mutantlarinda gen anlatimlari qRT-PZR ile belirlenmistir. Kuraklik stresi altinda
NFYADS gen anlatimi en yiiksek 150-43 mutantlarinda belirlenirken yeniden sulama
uygulamasi1 sonrasi en az gen anlatimi yine 150-43 mutantlarinda tespit edilmistir.
Soyada GmNFYAS5’in anlatim profilleri, transkriptomdaki degisimler ile birlikte
degerlendirilerek mutant hatlarin kuraklik stresine karsi gen anlatim diizeyleri
belirlenmistir. Calismanin sonucunda soyada kuraklik stres toleransina sahip ¢esitlerin
gelistirilmesine yoOnelik olarak mutant hatlarda var olan stres iligkili yolaklar ve
yeniden sulamanin kuraklik stresi etkisini iyilestirme yetenegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kuraklik, Soya, NFYAS, RNA sekanslama, ABA bagimli, ABA
bagimsiz



ABSTRACT

Soybean (Glycine max [L.] Merr.) is known as one of the oil crops from which
significant economic gains are obtained worldwide. Drought is increasing with the
change in global climatic conditions and is considered to be the most important abiotic
stress factor that negatively affects soybean productivity worldwide. Transcription
factors provide various transcript regulations depending on the type of stress and
control the direct or indirect activation of numerous stress-related genes in plants. NF-
YA transcription factors confer drought tolerance in soybean, which significantly
affects yield. GmNFYAS is the transcription factor that shows high gene expression
under drought stress.

In this study, which aimed to investigate the GmNFY A5 under drought stress in mutant
soybean lines and the original variety from which the mutant originated. These plants
grown under optimum conditions for 14 days, were withheld from water for 14 days
for drought stress. To evaluate the plant's recovery from stress, the changes caused by
re-watering in the plants were observed 24 hours after re-watering. Biochemical
analyzes were carried out to investigate the effect of drought stress and rewatering.
Total RNA isolation and cDNA synthesis were also performed from harvested leaves.
Sequencing (RNA-seq) of the RNAs was performed and as a result of transcriptome
analysis, genes whose expression increased and decreased under drought stress were
identified. Gene ontology (GO) and KEGG analyses of the identified genes were
performed. It was observed that drought stress caused a decrease in plant height and
severe damage to soybean leaves. MDA and proline contents increased under drought
stress while chlorophyll content decreased. In all biochemical analyses, it was
observed that drought stress effects were improved in the 150-43 soybean mutant
under rewatering. The expression of NFYA-related genes involved in both ABA-
dependent and ABA-independent signaling pathways were determined. From the
RNA-seq data obtained, the mechanisms by which drought-associated genes play a
role in stress response were explained, particularly ABA biosynthesis, ABA-
dependent signaling pathway and glutathione metabolism. Gene expression of
GmNFYADS, which is known to play a role in both ABA-dependent and ABA-
independent pathways in drought stress response, was determined by gRT-PZR in
different soybean cultivars and mutants. Under drought stress, the highest NFYAS5
gene expression was detected in 150-43 mutants, while the lowest gene expression was
detected in 150-43 mutants after rewatering. Expression profiles of GmNFY A5, were
evaluated together with the changes in the transcriptome to reveal the molecular
responses of the mutant lines under drought stress. As a result of the study, the stress-
related pathways present in the mutant lines and the ability of rewatering to ameliorate
the drought stress effect were determined for the development of soybean varieties
with drought stress tolerance.

Keywords: Drought, Soybean, NFYA5, RNA sequencing, ABA dependent, ABA
independent
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GIRIS

Giiniimiizde ekimi gercgeklestirilen soya (Glycine max) yaklasik 5000 y1l 6nce Cin’de
yabani soyadan kokenlenmistir. Soya ekonomik agidan en 6nemli baklagillerden biri
haline gelmistir. Onemli bir yagl tohum {iriinii olmakla birlikte gida ve hayvan yemi
icin toplam proteinin dortte birinden fazlasini saglamaktadir (Liu ve ark., 2020).
Baglica iireticileri ve ihracatgilari arasinda yer alan iilkeler Brezilya, Amerika Birlesik
Devletleri ve Arjantin'dir (Freitas ve ark., 2022). Tiirkiye’de soya tiretiminin biiyiik
kismi1 Cukurova Bolgesi’nde yapilmakla birlikte verim yillara gore degisiklik
gostermektedir. Son yillarda kuraklik gibi stres faktorlerinin artmasi ve niifus artisiyla

birlikte toleransli soyaya olan talep giderek artmaktadir.

Kuraklik soyanin yasam dongiisiinde ¢imlenmeden tohum olusumuna kadar tiim
asamalarda verimi etkileyen en onemli faktordiir. Kuraklik altinda soya veriminin
%50'den fazla azaldig1 bilinmektedir (Yang ve ark., 2023). Kuraklik, su eksikliginden
kaynaklanan 6nde gelen abiyotik streslerden biridir. Topraktaki su eksikligi nedeniyle
bitkiler su ihtiyacini karsilamak i¢in su bulmakta zorlanir (Seleiman ve ark., 2021).
[k olarak kéklerin yeterli su emmesi zorlasir ve bitkiler su igerigini kaybeder. Bunun
sonucunda kuraklik stresi yapraklarin solup sarkmasina, hiicre su potansiyelinde ve
diger fizyolojik siireclerde degisikliklere sebep olmaktadir (Wang ve ark., 2022).
Bitkiler abiyotik streslere ve adaptasyon siireclerine molekiiler, hiicresel, fizyolojik ve
biyokimyasal seviyelerde yanit verir. Siddetli su eksiklikleri, bitki hiicrelerinin zar
yapisini diizensiz hale getirebilmektedir. Hiicre zar1 biitiinligii, organellerde meydana
gelen tiim fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri yliriitmek icin dnemlidir. Kuraklik
stresi ayrica reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 liretimine neden olur, bu da hiicre
yapisinda oksidatif hasara neden olur ve bdylece hiicresel metabolizmay1 bozar.
Bitkiler, kuraklik stresinin normal bitki metabolizmasi iizerindeki zararli etkilerini
hafifletmek amaciyla hiicre i¢i antioksidan enzim aktivitesi yoluyla fazla ROS'u
uzaklastirir (Feng ve ark. 2019; Shaffique ve ark.,2024). Soyada kurakliga yanitin
anlasilmasinda 6zellikle en 6nemli fitohormon olarak degerlendirilen ABA, stres
sinyalinin algilanip iletilmesi ve yanit olusumuna kadar pek ¢ok hiicresel siirecte rol
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oynamaktadir. Stoma hareketi, antioksidan savunma sisteminin aktivasyonu ve gen
ifadesini diizenleyerek bitkilerin kuraklik stresine verdigi tepkilerde temel gorevler
uistlenmektedir (Li ve ark., 2022b). Kuraklik stresinde ABA aracili yanitlar ABA
bagimli ve ABA bagimsiz olmak iizere iki ana yolaktan olusmaktadir. Bu yolaklar
farkli transkripsiyon faktorleri araciligiyla stres yanitinda rol oynarken ayni zamanda
yolaklar arasi etkilesimle de stres yanitini diizenleyebilir. ABA bagimli yolakta
AREB, NF-YA, WRKY ve MYB gibi farkli transkripsiyon faktorleri gorev alir. ABA
bagimsiz yolakta ise DREB2A, MYC2 ve NAC gibi stres yanitinin olusumunda rol
oynamaktadir. ABA sinyal yollarinin diizenlenmesinde kilit roller oynayan NF-YA
transkripsiyon faktorleri, verim i¢in ciddi tehdit olusturan abiyotik streslere karsi
toleranst saglanmaktadir. Tim GMNFYA'lar arasinda kuraklik kosullart altinda
transkripsiyon diizeyi en yiiksek olan GMNFYAS5'In olarak belirlenmistir. NF-
YADS5'in agint ifadesi, yaprak su kaybini azaltarak yabani tip bitkilere kiyasla kuraklik
stresine kars1 direnci arttirdigt NF-Y A5 geninin susturuldugu mutantlarin ise kuraklik
stresine karsi daha hassas oldugu gosterilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda NF-YA5'in
kuraklik stresi tepkilerini pozitif olarak diizenledigi tespit edilmistir. Bu nedenle,
kuraklik stresinde metabolik siireclerin ve fonksiyonel genlerin transkripsiyonel
diizenlenmesinde ABA etkilesimlerinin agiklanmasi gerekmektedir (Wu ve ark.,

2022).

Bu etkilesimleri ortaya g¢ikarmak igin transkriptomik, proteomik ve metabolomik
caligmalar yaygin olarak kullanilmaktadir. Gegtigimiz on yilda, yiiksek verimli
omikler, sistem biyolojisi ve genom diizenleme teknikleri de dahil olmak tizere birgok
yiiksek verimli teknoloji gelistirilmistir. Birgok transkriptomik ¢alisma ile bitkilerin
cevresel strese yanit veren molekiiler mekanizmalar1 anlasilmaya c¢alisiimistir.
Transkriptom, stres yanitinda ¢ok onemli bir rol oynamasinin yani sira, vejetatif
biiytime ve gelismeye de katkida bulunmaktadir. Bitkiler, ¢evresel degisikliklere yanit
olarak diizenleyici mekanizmalar aracilifiyla g¢esitli transkriptler iiretir. Son
zamanlardaki soya transkriptomuyla ilgili arastirmalar transkript izoformlarini
tanmimlama ve belirli genlerin potansiyel rollerini agiklamak amaciyla
gerceklestirilmistir. Bu tiir RNA-seq tabanli izoform tahminleri, soyada abiyotik
strese yanit olarak genlerin ve proteinlerin degisen adaptasyon mekanizmalarini

aciklayabilecek zengin fikirler saglayacaktir (Kim ve ark., 2024).



Soyanin yaygin tarimsal kullanimi ve artan {iretim talebi, daha yiiksek verime ve
cevresel stres faktorlerine karsi gelistirilmis dirence sahip ¢esitlerin gelistirilmesini
gerekmektedir (Xuan ve ark., 2022). Bu nedenle soyada kurakliga verilen yanitlarin
ve kuraklifa tolerans mekanizmalarinin anlasilmast daha verimli ¢esitlerin

gelistirilmesine yardimci olabilir (Yang ve ark., 2023).

Bu tez kapsaminda Ustiin-1, Ataem-07 ve sirastyla bu bitkilerden kdkenlenen 101-15
ve 150-43 mutantlarin transkriptomik analizleri, kuraklik toleransinda rol oynayan
genleri belirlemek i¢in normal, kuraklik ve yeniden sulama kosullar1 altinda
gergeklestirilmistir. Ayrica farkli gruplara ait soya bitkilerinin kuraklik stresine verdigi
yanitlarin anlagilmasi i¢in gen anlatim profilleri ve bu genlerin rol oynadiklari
mekanizmalar incelenmistir. Soyada, kuraklik stresinde ABA bagimli ve ABA
bagimsiz yolaklarda rol alan NFYA gen ailesine ait NFYAS5 geni i¢in qRT-PZR ile

validasyon gergeklestirilerek transkriptomik analizlerle dogrulanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SOYA (Glycine max [L.] Merr.)

Soya (Glycine max [L.] Merr.), tropik, subtropikal ve iliman iklimlerde yetisen,
Fabaceae (Leguminosae) familyasina, Fabales takimina ve Papilionaceae alt
familyasina ait bir baklagildir (Weerasekara ve ark., 2021; Arya ve ark., 2021). Soya
yaklagik 1100 Mb'lik orta biiytikliikkte bir genoma sahiptir ve 20 kromozom c¢ifti
halinde paketlenmistir (Yang ve ark., 2008). Soya bitkisinde yapilan genomik
calismalar dogrultusunda Williams 82 soya referans genomunda (Wm&2.a2.v1)
56.044 protein kodlayan lokus ve 88.647 mRNA transkripti bulunmustur (Gupta ve
ark., 2021).

Soya bitkisinin gelisimi tohumlarin gelisimi ile baslamaktadir. Bunu vejetatif (V) ve
generatif (R) donemler takip eder. Vejetatif donemdeki asamalar tam gelismis tliglii
yapraklarin sayisina gore numaralandirilir. Generatif (R) asamalart ¢igeklenme ile
baslamakla birlikte bakla gelisimini, tohum gelisimini ve bitki olgunlasmasin
icermektedir (Bastidas ve ark., 2008). Sekil 2.1°de soya bitkisinin vejetatif donemdeki
goriiniimii bulunmaktadir Vejetatif asamalar i¢in bir nod {izerinde, agilmis veya

katlanmamis yaprakg¢iklarin bulundugu bir yaprak ¢ikar.



Trifoliolat yaprak (Uglii yaprak)

Petiyol(Yaprak sapi)

Bakla

Tam geligmis tekli yaprak
Govde

Nodiil
Dallanmis kazik kok
Lateral kok (Yan kok)

Sekil 2. 1. Vejetatif donemdeki soya bitkisi (Endres ve ark., 1999)

Sekil 2.2°de gosterildigi gibi gelisim evreleri, tek yaprakli yaprak nodlarindan yukari
dogru sayilmaktadir. V1'den Vn'ye kadar tiim evreler, {i¢ yaprakli (trifoliolat) olan ve
farkli diigiimlerde tekil olarak tiretilen gergek yapraklara sahiptir. Bu yapraklar gévde
tizerinde doniisiimlii olarak bulunmaktadir (Endres ve ark., 1999; Bastidas ve ark.,
2008). Tohum ¢imlenmesi ve ¢ikis asamasinda (VE) emilen su tohum agirligiin
yaklagik %50’sine esit oldugunda ¢imlenmeye baslar. Tohumdan ilk olarak radikal
veya birincil kok ¢ikmaktadir.

Vejetatif Asamalar

VE (Tohum ¢imlenmesi ve ¢ikis)
VC (Kotiledon asamast)

V1 (1lk ii¢ yaprak)

V2 (Ikinci ii¢ yaprak)

V3 (Ugiincii iiglii yaprak

© g w D E

V(n) (n'inci ii¢ yaprak)



Kisa bir siire sonra hipokotil (gdvde) ortaya ¢ikarak kotiledonlar ile birlikte toprak
ylizeyine dogru biiylimeye baslar. Ayni1 zamanda bu siire zarfinda ana kdkten yan
kokler ve kok tiiyleri de biiylimeye baslar. Bu kokler bitkinin temel besin ve su

emmesini saglamaktadir (Nleya ve ark., 2013).

Yedinci iglii yaprak
asamasi

Tohum ¢imlenmesi
ve ¢ikis

‘ Nod iizerinde iiglii yaprak gelisimi ]

Sekil 2. 2. Soya bitkisinin vejetatif gelisme asamalar1 (Nleya ve ark., 2013)

Kotiledon asamasina gelindiginde (VC) tek yaprakli yapraklar tamamen biiytimiistiir.
Bu agamada bitkinin besin ihtiyac1 kotiledonlar tarafindan karsilanmaktadir. Bu asama
ilk t¢lii yaprak (V1) tamamen ortaya cikip agildiginda baslamaktadir. V1°den sonra
gelisen yapraklardaki fotosentez ile bitkinin gelisimi saglanmaktadir. Yeni iglii
yapraklar ortalama 3-5 giin i¢inde agmaktadir. VC'den sonraki V asamalari, tek
yaprakli yapraklarin iizerindeki ana govdedeki ist, tam gelismis yaprak nodu
tarafindan tanimlanir ve numaralandirilir (V1'den Vn'ye kadar olan asamalar, tam
gelismis ticli yapraklarla numaralandirilir). V asamalari belirlenirken dallardaki ti¢
yaprakli yapraklar sayilmaz; Sayimda yalnizca ana govdedeki fii¢lii yapraklar
kullanilir. V5'ten sonra nod sayisinin genellikle maksimuma ulastigi R5'ten kisa bir
slire sonraya kadar her 2-3 giinde bir gorlinmeye baslamaktadir (Bastidas ve ark.,
2008).

Vejetatif asamalar1 dort kisma ayrilir: R1 ve R2 gigeklenmeyi, R3 ve R4 bakla

gelisimini, RS ve R6 tohum gelisimini ve R7 ve RS8 bitki olgunlagsmasini
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tanimlamaktadir (Bastidas ve ark., 2008; Nleya ve ark., 2013). Generatif agsamalari
Sekil 2.3’te belirtilmistir.

Generatif (Reprodiiktif)Asamalar:

1- R1 (Cigeklenme baslangici, ilk ¢igek)

2- R2 (Tam ¢i¢eklenme, Ana govdede en iist iki bogumda ¢icek)
3- R3 (5mm uzunlugunda bakla)

4- R4 (2cm uzunlugunda bakla)

5- R5 (3mm uzunlugunda tohum)

6- R6 (Gelismis yesil bir tohum igeren bakla)

7- R7 (Bir olgun bakla)

8- R8 (Tam olgunluk, Bitkideki baklalarin %95'i olgunlagmis

/ any s

Soya Bakla Bakla Bakla
(cicek) (olgunlagmamig) (olgun)

R1 R2 (Tam R3 (5 mm R6 R7 (Olgun R8 (Tam
(Cigeklenme ciceklenme) uzunlugunda (Geligsmis bakla) olgunluk,
balangici) bakla) yesil bir baklalarn
tohum %95
iceren bakla) olgunlagmis)

Sekil 2. 3. Soya bitkisinin generatif donemi (Hodgson ve ark., 2012; Nleya ve ark., 2013)



Bitkinin ana govdesindeki herhangi bir nod lizerinde en az bir ¢igek bulunur. Soyanin
ciceklenmesi, ¢igeklenmenin basladigi vejetatif asamaya bagli olarak her zaman ana
gbvdenin lgciincii ila altinci1 nodunda baglamaktadir. R2 asamasinda ana gdévdenin
tistteki iki nodunun birinde agik bir ¢igek goriiliir. Bu iki iist noddan en az biri tam
gelismis bir yaprak gostermektedir. Bitkide yeni ¢igeklerin goriilmesi R2 ile R3
arasinda yavaslamaya baslamakla birlikte R5'e kadar tamamlanmaktadir. Ana yan
kokler toprakta asagiya dogru donmiistiir ve kok nodiilleri tarafindan azot fiksasyonu
hizla artmaktadir. R4 asamasi, hizli bakla biiylimesini ve tam bakla asamasinin
baslangicinda tohum gelisiminin baslangicini gostermektedir. Bu donem tohum verimi
acisindan en 6nemli donemdir. R4'ten R6'ya kadar olan herhangi bir stres, diger
zamanlara gore daha fazla verim azalmasina neden olmaktadir. R4.5'te ge¢ bakla
olusumu ve R5.5'te erken tohum dolumu en kritik olanidir. Su anda verim azalmasi
esas olarak daha az bakladan kaynaklanmaktadir. Bu, verim kayiplarini azaltmak igin
gerekirse sulamanin dikkate alinmasi gereken kritik bir donemdir. Son ¢igeklenme ana
govde ucunda (R5'e kadar) meydana gelmektedir (Endres ve ark., 1999; Nleya ve ark.,
2013).

Bakla Geligimi ]

[ Cigeklenme ] Tohumu Geligimi ] [ Olgunlagsma ]

Sekil 2. 4. Soyada ¢igeklenme, bakla gelisimi, tohum gelisimi ve olgunlasma siiregleri
(Endres ve ark., 1999; Nleya ve ark., 2013)

Genellikle R5 asamasinin yarisinda bitki maksimum yiikseklige, bogum sayisina ve
yaprak alanina ulagmaktadir. Sekil 2.4’te gosterildigi gibi R6 asamasi tam tohum

asamas1 olarak belirtilmektedir. Bu asamada toplam bakla agirlig1 zirveye ulasir.
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Soyanin biiyime hizi hizlidir ancak R6,5 kadar yavaslayacak ve R7'de zirveye
ulasacaktir. Bu asamada, yaprak sararmadan 6nce bitkinin en alt bogumlarindan ii¢ ila
altt adet tglii yaprak diisebilir. R7 asamasi, ana govde lizerinde olgun rengi
(kahverengi veya ten rengi) elde eden normal bir bakla ile baglamaktadir. Yapraklarin
sararmast ve dokiilmesi bu asamada gozlemlenebilmektedir. R8 asamasi tam olgunluk
asamas1 olarak nitelendirilmektedir. Bu asamada baklalarin % 95’1 olgun renge

ulasmustir (Endres ve ark., 1999; Hodgson ve ark., 2012; Nleya ve ark., 2013)

Giiniimiizde soya (Glycine max [L.] Merr.), diinya ¢apinda en dnemli ekonomik ve
yaglh bitkilerden biri olarak bilinmektedir. Kolza tohumu, yer fistig1, pamuk tohumu,
aycicegi tohumu, keten tohumu gibi baslica yag bitkileri arasinda birinci sirada (% 53)
soya yer almaktadir (Gupta ve ark., 2021). Diinyadaki baslica iireticileri arasinda Sekil
2.5’te belirtildigi gibi ABD, Brezilya, Arjantin, Cin ve Hindistan yer almaktadir. Bu
tilkeler kiiresel tiretimin yaklasik %90'ma katkida bulunmaktadir (Rizzo ve Baroni,
2018). Diinya ¢apinda hasat edilen toplam soya fasulyesinin % 35't Amerika Birlesik
Devletleri, % 34 Brezilya ve % 11'i Arjantin tarafindan tiretilmektedir (Shaffique ve
ark., 2024).

Uruguay 1.5 Mha
- Guney Afrika 2.9 Mha v g

Arjantin 23.9 Mha

Sekil 2. 5. Diinya genelindeki soya ekim alanlari. Mha: Milyon hektar (Shaffique ve ark.,
2024)



Tiirkiye’de soya tiretimi ilk defa 1930°1u yillarda Karadeniz Bolgesi’nde yapilmistir.
Glinlimiizde ise soya liretimi i¢cin Akdeniz Bolgesi one ¢ikmaktadir. Diinya ¢apinda
yag bitkileri arasinda tiretiminin yaklasik % 50’sini olusturmasina ragmen Tiirkiye i¢cin

bu oran yalnizca % 4 olarak belirlenmistir.

Akdeniz Bolgesi ekim alanlarinin % 92,3’linii olusturmaktadir. 2023 yili Tiirkiye’ de
soya ekim alanlar il kapsaminda ele alindiginda % 59,3 ile Adana ilk sirada yer
alirken, ikinci sirada Mersin ( % 13,6), ticlincii sirada Kahramanmaras (% 11,7) yer
almaktadir. Tiirkiye’deki soya iiretiminde Adana, Mersin, Kahramanmaras,
Osmaniye, Samsun ve Hatay en onemli illerdir. Bu alt1 il iilkedeki toplam soya
tiretiminin % 94,7°sini karsilamaktadir (Sekil 2.6). 2023 yilinda 90 bin tonluk iiretim
ile Adana birinci sirada yer almaktadir. Mersin (16 ton) ikinci sirada yer alirken,
Kahramanmaras (14 ton) ii¢iincii sirada yer almaktadir. Soya verimi Tiirkiye’de yillara
gore degisiklik gostermektedir. 2023 yilina ait verilerde soya ekim alani onceki yila

kiyasla % 14 oraninda, iiretim miktar1 ise % 11,3 oraninda azalmistir (Ozcan, 2024).

il
Samsun %?2.7
e

Adana %65.3 K- Maras %10,5

Osmaniye %35,2
Mersin %11.6 Hatay %2, 1

Sekil 2. 6. Tiirkiye’de soya iiretimi yapan énemli iller (Ozcan, 2024)

Soya karbonhidratlar, yaglar, proteinler, vitaminler, a-tokoferol ve mineraller gibi
birgok besin igerigine sahiptir (Arya ve ark., 2021). Soya tohumlar yiiksek oranda
protein ve yag igermesi sebebiyle besleyici bir bitki olarak degerlendirilmektedir.
Insan beslenmesinde % 69'a kadar protein ve % 30'a kadar yag saglamaktadir (Lam ve
ark., 2010; Lu ve ark., 2021). Ayrica yag, karbonhidrat, C vitamini ve mineral icerigi
acisindan zengin olmasmin yani sira antikanser 6zellikleri nedeniyle de dikkat

cekmektedir (Feng ve ark., 2019).
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Soya ayni zamanda hayvancilik, su {iriinleri yetistiriciligi, endiistriyel kullanim i¢in de
yiiksek kalitede protein ve yagin ana kaynagidir. Gida, ilag, yem ve biyoenerji
iiretiminde 6nemli rol oynayan 6nemli bir tahil ve yag bitkisi oldugu bilinmektedir
(Wang ve ark., 2022). Ayrica koklerdeki dogal nitrojen fiksasyonu yoluyla topragin
iyilestirilmesinde ©onemli bir rol oynamaktadir. Son zamanlarda potansiyel bir
biyoyakit kaynagi olarak benimsenmistir (Feng ve ark., 2019). Bu kadar
cesitlendirilmis kullanim, soyay1r giderek daha popiiler bir {iriin tiiri haline

getirmektedir.

Toplumsal gelisme ve niifus artis1 ile birlikte soya bitkisine olan talep giderek
artmaktadir. Diinya niifusunun 2050 yilina kadar 9,8 milyara ulagacagi tahmin
edilirken, artan kiiresel niifusun, mevcut gida lretiminin iki katin1 gerektirecegi
diisiiniilmektedir. Istatistiksel veriler, diinya soya fasulyesi iiretiminin 1961'den
2017'ye kadar yaklasik 13 kat arttigin1 gostermistir (Ray ve ark., 2013; Liu ve ark.,
2020). Bu veriler Sekil 2.7°de belirtilmistir. Ancak kiiresel soya iiretim orani ihtiyag
duyulanin ¢ok altindadir (Ray ve ark., 2013; Poudel ve ark., 2023).

>

300 A Uretim —— Alan

Al
(Milyon Hektar)

s
]
(@)

Diinya Gapinda
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Misir === Piring —— Bugday —=— Soya

A P e

Verim(kg/hektar)

Sekil 2. 7. Soyanin diinya ¢apindaki {iretim kapasitesi ve ekim alan1 (Liu ve ark., 2020)

Iklim ciddi bicimde degismeye devam ettikge yeterli verim elde etmek daha da
zorlagmaktadir. Bu nedenle, soya iiretimini artirmak i¢in kuraklik, sel, asir1 sicaklik ve
agir metal kirliligi gibi cevresel streslerin meydana getirdigi zorluklarin dikkate
alinmasi1 gerekmektedir (Poudel ve ark., 2023).
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2.2. ABIYOTIK ve BiYOTiK STRES FAKTORLERI

Bitkiler, bliylime ortamlarindaki degisikliklere yanit olarak uyum saglamasi gereken
hareketsiz organizmalardir. Dogada siirekli karsilastiklar1 stresler bitkilerin hayatta
kalmasi i¢in potansiyel tehditler olarak degerlendirilmektedir. Bu stres faktorleri iki
ana sinifa ayrilmaktadir. Mantarlar, viriisler, bakteriler, nematodlar ve bocekler gibi
cesitli canli organizmalarin neden oldugu stres faktorleri biyotik stres grubunda yer
alirken kuraklik, soguk, sicak, yiiksek tuzluluk ve agir metal gibi ¢evresel stres
faktorleri abiyotik stres grubunda yer almaktadir. Bu zorlu ¢evre kosullarina dayanmak
icin bitkiler, Sekil 2.8’de gosterildigi gibi farkli abiyotik stres kosullarinda hayatta
kalmak i¢in biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalari ortaya ¢ikaran sinyal yollarinin
yani sira morfolojik ve fizyolojik adaptasyonlar gelistirmektedir. Bu stresler, bitki
biiylimesini, gelisimini, hayatta kalmasini ve biyokiitle tiretimini engellemektedir. Bu
stres faktorleri diinya capinda gida gilivenligi i¢in biiyiik bir tehdit olusturdugu icin
onemli verim kayiplarina neden olur. Ozellikle iklim degisikligi sebebiyle abiyotik
stresler birgok iiriinde mahsul verimliligini arttirmanin Oniindeki en biiylik

zorluklardan biri olarak gortilmektedir (Igbal ve ark., 2020; Dubey ve ark, 2021).
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Sekil 2. 8. Bitkilerin abiyotik strese karsi verdikleri cevaplar ve adaptasyon stratejileri
(Villalobos-Lopez ve ark., 2022)

2.2.1. Kuraklik Stresi

Kuraklik stresi, uzun siireli yagislarin azlhigi ve sulama suyunun eksikliginden
kaynaklanir, bu da topraktaki suyun azalmasina ve sonug olarak bitkinin kullanimi igin
bir su eksikligine yol acabilmektedir. Yagistan kaynaklanan yetersiz su genellikle
kuraklik stresinin ana faktorii olsa da ytiksek sicaklik olaylari, yiiksek 1s1k yogunlugu
ve kuru riizgar tarafindan yonlendirilen buharlasma yoluyla topraktan su kaybi,
kuraklik stresini daha da koétiilestirebilmektedir. Kiiresel iklim degisikligi genellikle

kiiresel 0lcekte genis alanlarda yaygin kuraklik stresi kosullarina neden olur.
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Bununla birlikte kuraklik bitki biiylimesi ve verimi iizerinde olumsuz etkileri olan
mevcut iklim degisikligi altinda bitkilerin karsilastig1 en yaygin ¢evresel stres olarak

degerlendirilmektedir (Seleiman ve ark., 2021).

Iklim degisikligine bagh olarak yagislarin azalmasi ve/veya buharlasmanin artmast ile
birlikte 21. ylizyilin ikinci yarisinda diinya genelinde kuraklik stresinin siddetini
arttirmas1 beklenmektedir. Yapilan caligmalara gore bitkinin kurakliga herhangi bir
adaptasyonu olmadan kurakliktan kaynaklanan verim kaybinin 21. yiizyilin sonuna
kadar %16 civarinda artacagi 6ngoriilmektedir (Sintaha ve ark., 2022; Xuan ve ark.,
2022; Igbal ve ark., 2020). Pek ¢ok bitki, kuraklik stresini tolere etmek icin direng
mekanizmalarini gelistirmistir ancak bu mekanizmalar ¢esitlidir ve bitki tilirlerine ve
stresin siddetine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Bitkiler, maruz kaldig strese
direnmek i¢in uzun vadede olumsuz ortamlara uyum saglayacak mekanizmalar
gelistirmis ve strese uyum saglamak ve yasam dongiilerini basariyla tamamlamak icin

fiziksel, fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklere ugramistir (Dubey ve ark., 2021).

Bitkiler kuraklik stresinin olumsuz etkilerine karsi farkli adaptif mekanizmalar
gelistirmistir. Stresten kacinma, kagma ve tolerans bitkilerin kuraklik stresine maruz

kaldiklarinda kullandiklar1 ii¢ ana hayatta kalma stratejisidir (Seleiman ve ark., 2021).
Kacis Mekanizmasi

Kuraklik = stresinin etkilerinden kurtulmak igin bitkiler en kurak donemin
baslangicindan once hizl bitki gelisimi ile birlikte yasam dongiisiinii kisaltma, kendi
kendine ilireme ve mevsimsel biiyiime gibi mekanizmalar1 kullanmaktadir. Bu
mekanizmalar arasinda erken ¢igeklenme bitkilerde en 1iyi kacis adaptif
mekanizmasidir. Bu mekanizma kuraklik stresinin olumsuz etkilerinden kagmak icin

yararli olsa da verimlilikte 6nemli bir azalmaya sebep olabilmektedir.
Kacinma ve Tolerans

Kurakliktan kag¢inma, su eksikligi sirasinda stoma diizenlenmesi, kok sistemi geligimi
ve diger siiregler gibi fizyolojik siireglerin siirekliligidir. Kaginma stratejisi altinda,
stoma terleme kayiplarinin azaltilmasi ve kok sistemlerinden su aliminin artirilmasi
yoluyla bitki su potansiyeli yiiksek tutulmaktadir. Tiylii yapraklarin ve kiitikiillerin

gibi 6zellikler bitki dokularinda yiiksek su potansiyellerinin korunmasina yardimeci
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olabilir. Ancak, bu yapilarin asir1 gelismesi bitki verimliliginde azalma, bitkinin
vejetatif ve generatif kisimlarinin ortalama boyutunun azalmasi gibi etkilere de sebep

olabilmektedir.

Fotosentetik diizeyde adaptif bir tolerans mekanizmasi, bitki yaprak alanindaki
azalmalar1 ve yeni yapraklarin genislemesi, artan trikom iiretimini icermektedir. Bu
yapilar, yapraktaki 11k yansima oranini artirarak yaprak sicakligini azaltmaktadir.
Dolayistyla, yaprak terlemesi yoluyla su kaybi oran1 azalmaktadir. Ancak, kok boyutu,
yogunlugu, uzunlugu, cogalmasi, genislemesi ve biiylime oran1 dahil olmak iizere kok
sistemindeki degisikliklerin, kurakliga dayanikli bitkilerin su eksiklikleriyle basa
¢ikmak i¢in ana stratejisi olarak kabul edilmektedir. Ozmotik ayarlama, antioksidan
savunma mekanizmasi, ¢éziinen madde birikimi, stoma kapanmasinin metabolik ve
biyokimyasal tepkiler gibi diger mekanizmalar, bitkilerin kuraklik stresinin olumsuz
etkisine tolerans gostermesini saglayan diger yaygin stratejilerdendir. Bitkilerin
kuraklik stresinden kagmak, kaginmak veya tolerans saglamak i¢in verdigi morfolojik
fizyolojik tepkiler Sekil 2.9’da 6zetlenmistir (Seleiman ve ark., 2021; llyas ve ark.,
2021).

« Stoma kapanmasi Optimum Bagil Su igerigi
Kaginma o Kok uzunlugu Yiiksek Su Kullanim
Mekanizmasi « Yaprak kivriimasi Verimliligi
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R « Goziinen madde birkimi Mekanizmast

Sekil 2. 9. Bitkilerin kuraklik stresinin olumsuz etkilerine karsi gelistirdigi adaptif
mekanizmalar (Seleiman ve ark., 2021)
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Kuraklik stresi bitkilerde ozmotik dengesizlik, zar sistemi hasari, solunum ve
fotosentetik hizin azalmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu, lipid
peroksidasyonu gibi birgok olumsuz etkiye neden olabilmektedir. Kuraklik stresiyle
basa ¢ikmak i¢in bitkilerin, absisik asit (ABA), etilen (ET), oksin (AUX), salisilik asit
(SA), jasmonatlar (JA) ve brassinosteroidler (BR) dahil olmak {izere ¢esitli bitki
biiylime diizenleyicilerinin biyosentezini ve ozmotik diizenleyicilerin sentezini tegvik
ederek kurakliga dayanikli genlerin anlatimini diizenlemek gibi morfolojik, fizyolojik
ve molekiiler seviyelerde ¢oklu kuraklik tepki stratejilerini baslattigi bilinmektedir
(Dubey ve ark., 2021; Xuan ve ark., 2022; Singh ve ark., 2022; Haghpanah ve ark.,
2024).

Kurakligin bitki verimi lizerindeki etkisi, 6nemli ticari bir bitki olan soya {iretimini de
sinirlayan ana faktorlerden biridir. Kurakligin yillik toplam bitkisel iiretimde neden
oldugu azalma, tiim stres faktorlerinin neden oldugu verim kayiplarinin % 50'sinden
fazlasini olusturmaktadir (Wang ve ark., 2022). Yeterli bir su kaynagiin bulunmasi
soyanimn biiyiimesi, gelismesi ve verimi icin cok &nemlidir. Ozellikle soya su
eksikliginin verimi en ciddi sekilde etkileyecegi ¢igeklenme doneminde su eksikligine
kars1 oldukca hassastir. Bunun yaninda soyada su ihtiyaci lireme asamasinda vejetatif

asamaya gore iki katina ¢ikmaktadir (Poudel ve ark., 2023; Wang ve ark., 2022).

Soya bitkisinin kok sistemi az gelismis olmasi sebebiyle yasam dongiisii boyunca suya
olan ihtiyact oldukca yiiksektir. Kuraklik ayn1 zamanda ¢imlenmeden ¢i¢eklenmeye
kadar bitki gelisiminin tim asamalarim1 etkilemekte ve tohum kalitesinin
diisiirmektedir. Cogu soya genotipinde lireme agamasindaki kuraklik stresi, dogrudan
cicek dokiilmesine ve gen¢ baklalarin erken diismesine bagli olarak onarillamaz
hasarlara yol agar ve verimin diismesine sebep olmaktadir. Bu sebeple soya su
eksikligine kars1 oldukga hassastir. Kok sistemi kuraklik gibi olumsuz kosullara karsi
daha hassastir ve bu durum % 25 ile % 50 arasinda degisen verim kayiplarina neden
olabilir. Calismalar, kurakligin soyadaki verimi daha ciddi sekilde % 80 oraninda veya
daha fazla azaltabilecegini de bildirmistir. 2006'dan 2022'ye kadar 16.806 bin hektarlik
bir alan kurakliktan etkilenmis ve tahmini olarak 21,92 milyar kg gida kaybina neden

olmustur (Yang ve ark., 2023).
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Kurakligin neden oldugu etkiler, soyanin biiylime ve gelismesinin tiim agamalarinda
belirgin olmakla birlikte morfolojik diizeyden molekiiler diizeye kadar etkisini
gostermektedir (Du ve ark., 2020; Poudel ve ark., 2023). Sekil 2.10’da belirtildigi gibi
soyada kuraklik veya su eksikligi, besin alimini, karbon asimilasyonunu, stoma
hareketini ve fotosentezi etkileyerek ciddi verim kayiplarina neden olmaktadir Soya
bitkisinin kuraklik stresine verdigi en onemli tepkiler yaprak senesensi, oksidatif
hasar, fotosentez hizinda degisim, bitki biiylimesinde ve tane veriminde azalmadir

(Gupta ve ark., 2021).

1
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Sekil 2. 10. Kuraklik stresinin etkileri ve bitkilerde morfo-fizyolojik tepkiler (llyas ve ark.,
2021)

Kuraklik, soyada bakla sayisinda, tohum sayisinda, tohum agirliginda ve tohumlarin
biyokimyasal bilesiminde bir azalma ile birlikte vejetatif biyokiitlede kayip gibi
morfolojik degisikliklere neden olmaktadir. Hiicreler, hiicre zar1 biitiinligiini
korumak i¢in ozmotik potansiyeli dengelemek iizere prolin ve seker alkolleri gibi
ozmolitleri sentezleyerek kurakligin etkisini diizenleyebilmektedir. Bunlarin yaninda
birgok kurakliga dayanikli soya ¢esidinde, kokler daha fazla toprak nemi emmek igin
kok uzunlugunu, dallanmay1 ve diger fenotipleri degistirerek su eksikligi kosullarina

yanit olarak yapilarini ayarlamaktadir. Ayrica, siddetli kuraklik stresi, biyomolekiilleri

17



oksitleyerek hiicre ve doku hasarina neden olabilen ROS birikimine yol agmaktadir.
Hiicresel diizeyde, biiyiik 6l¢iide ortlisen sinyal mekanizmalar1 ve fitohormon ¢apraz
konusmalar1 bitkilerde kuraklik tepkisinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Yiiksek
verimli dizileme tekniklerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, soya i¢in kuraklik stresi ile
iligkili birka¢ gen veya gen ailesi tanimlanmis ve karakterize edilmistir. (Arya ve ark.,
2021).

2.2.1. Kuraklik Stresinde Morfolojik ve Fizyolojik Degisiklikler

Bitkilerin su eksikligine verdigi tepki ilk olarak yapraklara ve koklere yansimaktadir.
Yapraklar ¢cevreye uzun siireli adaptasyonda en degisken bitki organlaridir. Kuraklik
stresi altinda; etiolasyon, atrofi, kivrilma, yaslanma ve hatta absisyon belirtileri
gostermektedir. Bazi durumlarda stres, yaprak biliylimesinin durmasina ve yaprak
sayisinin ve alaninin azalmasina neden olmaktadir (Wu ve ark.,2022). Kuraklik stresi
altindaki bitkilerin en yaygin fizyolojik tepkileri yaprak dokiilmesi, yaprak alaninda
azalma, fotosentez hizi, turgor, kok biiyltimesi ve su kullanim verimliligini artirmak
icin yaprak stomalarinin kapanmasidir. Kuraklik stresi altinda, bitkiler su kaybini
onlemek  i¢in  stomalarmi  kapatir ve bu da  hiicrelerde  daha
diisiik CO konsantrasyonuyla sonucglanmaktadir. Bu, fotosentez oranini azaltir ve
oksidatif stresi artirir. Daha az fotosentez, daha az enerjik substratlara yol acar ve bu
da amino asitlerin karbonhidratlara donlismesine neden olmaktadir (Anzano ve ark.,
2022). Kuraklik kosullar1 altinda soya bitkileri su igerigini kaybetmektedir. Bu,
yapraklarin solmasina ve sarkmasina, bitkinin su durumunun dengesizlesmesine,
hiicre su potansiyelinin ve turgorunun azalmasina neden olmaktadir. Kuraklik, yaprak
meristematik dokusunun hiicre boéliinmesini ve wuzama alanlarindaki hiicre
genislemesini engellemenin yani sira yaprak kalinliginda, palizat dokusunda ve
stingerimsi dokuda karmagsik degisikliklere neden olarak bitki biiylimesini
siirlayabilmektedir (Wu ve ark., 2022). Bitki yeterince uzun siire kuraklik stresine
maruz birakilirsa hiicrenin su kaybetmesi gittikce artar ve bu durum bitki dokularinda
geri doniisii olmayan hasara neden olmaktadir. Bu siire¢ bitkinin 6liimiine yol
acmaktadir. Kuraklik stresine uyum saglamak i¢in bitkiler mumsu ve kalin yaprak
kiitikiil tabakasinin gelisimi yoluyla terlemeyi azaltmaktadir (llyas ve ark., 2021).
Bitki yapraklar1 daha kiigiik ve daha az sayida stoma, kalin palizat dokular1, ¢ok sayida
trikom, daha kalin ve kiigiik yapraklar ve gelismis damar dokulari gibi kuraklik
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toleransini artirmak icin yapilarini degistirebilmektedir (Igbal ve ark., 2013). Kuraklik
stresine yanit olarak, stoma kapanmasi terlemeyi azaltmanin ilk adimidir, stoma
iletkenligi kuraklik toleransinin saglanabilmesi i¢in Onemli bir etmen olarak
degerlendirilmektedir. Kuraklik toleransi ile stoma iletkenligi arasinda ters bir iliski
vardir, yani stomalarin kapanmasi kuraklik toleransini artiran terlemeyi azaltirken,
stomalarin acilmasi terlemeyi artirir ve sonrasinda bitki kuraklik toleransini
azalmasina sebep olmaktadir. Fakat stoma iletkenligi ile fotosentez arasinda dogrudan
bir orant1 vardir, ¢iinkii stoma diizenlenmesi kuraklik stresi altinda bitkilerin
fotosentetik kapasitesinin korunmasinda rol oynamaktadir. Stomalarin agilmasi
COz2'nin mezofil dokularina gegmesini Ve fotosentez siirecinin devam etmesini saglar;
ancak stomalarin kapanmasi fotosentezi azalmasina neden olmaktadir. Stoma

sayisindaki azalma kuraklik stresine verilen bir diger fizyolojik yanittir.

Ozellikle siddetli kuraklik kosullarinda stoma say1s1 5nemli l¢iide azalmaktadir. Daha
diisiik terleme orani, kalin kiitikiil ve kiigiik stoma acikligi bitkilerde kuraklik

toleransinin arttirtlmasinda etkilidir (llyas ve ark., 2021).

Koklerin kuraklik stresini algilayan ilk organ oldugu diisiiniilmektedir. Bu sebeple kok
sistemi kuraklik stresine yanit olarak kritik bir role sahiptir. Kok, bitkiler igin
topraktaki maddelerin emilimini saglayan onemli bir organdir. Kuraklik stresi stel
(merkezi silindir) alanini, damar ¢apini ve ikincil kok korteks hiicrelerini azaltir ve su
akisini kolaylastirmak icin steldeki damar sayisini artirir. Su tutma ve kurakliga karsi
direnci gelistirmek i¢in bitkiler sadece fonksiyonel koklerin sayisini artirarak kok
sistemini genigletmekle kalmaz, ayni zamanda kok kilifinin su emme kapasitesini de
arttirmaktadir. Ayrica bitkiler, kokiin uzaysal dagilimini, topragin sabitlenmesini ve
besin emilimini etkilemek i¢in kok yapisin (kok tiiyleri ve kok yogunlugu gibi)
degistirerek direnci arttirmaktadir. Bu nedenle kuraklik stresi kosullarinda bitkiler kok
uzunlugunu ve i¢ yapisini degistirerek su emme kapasitesini gelistirebilmektedir (Wu
ve ark., 2022). Daha uzun kokler, daha kisa koklere kiyasla kurakliga dayaniklilik i¢in
daha uygundur. Su kithgi altinda verimliligi korumak i¢in bitkinin, 6zellikle su daha
derin oldugunda yiiksek yogunluklu uzun kdoklere ihtiyact vardir. Daha yogun kok
sistemi ayrica, daha fazla sayida kokiin toprakta bulunan daha fazla su buhariyla temas
edebilmesi nedeniyle daha ince koklerden daha fazla miktarda su emer (llyas ve ark.,
2021).
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Kuraklik stresi tohumlarin ¢imlenme oranini azaltabilir, fotosentetik organlara zarar

verebilir ve bitki boyunu, bakla sayisini ve verimi azaltabilir (Wang ve ark., 2022).

2.2.2. Fotosentetik Tepkiler

Bitkiler fotosenteze devam etmek i¢in strese uyum saglama siirecinde fotosentetik
organlarin1  hasardan korumak amaciyla bir dizi savunma mekanizmasi
olusturmaktadir (Yang ve ark., 2020; Sharma ve ark., 2020). Cogu bitki stres
kosulunda stomalar1 ve terlemeyi kontrol edebilir, dogrudan yaprak su potansiyelini
diizenleyebilir ve normal su kaynagima dondiikkten sonra kendi kendini
onarabilmektedir. Klorofil igerigi, fotosentetik enzim aktivitesi ve aktif oksijen
metabolizmast da dahil olmak iizere stoma dis1 faktorlerin ¢ogu, orta ve siddetli
kuraklik stresiyle tetiklenmektedir. Cogu bitki i¢in hafif su stresi stomalar1 ve
terlemeyi kontrol edebilir, yaprak su potansiyelini dogrudan diizenleyebilir ve normal
su kaynagina dondiikten sonra kendi kendini onarabilir; baz1 bitkiler fotosentezi bile
artirabilir (Wu ve ark., 2022). Hafif kuraklik stresi genellikle stoma iletkenliginde ve
terlemede artisa yol acarken, orta ve siddetli kuraklik stresi net fotosentez oraninda
(Pn), stoma iletkenliginde (Gs) ve terleme oraninda (Tr) azalmaya neden olur (Sekil 2.

11).

Stoma kapanmasi
Klorofil igeriginde azalma
Fotosentetik enzimlerde azalma

_— < ‘% Pn

. 2 5 \ GS‘
= o, N - Osmoprotektan ve Tr
gy ~ fotoprotektan sentezi

‘ [ ? Senesens Stoma agip-kapanmasi ‘

Yaprak alaminin diizenlenmesi

Kok uzunlugunun artmasi
Fonksiyonel kok sayisinin artmasi
Damar gapinin azalmasi

Damar sayisinin artmasi

Sekil 2. 11. Su stresi nedeniyle bitki yaprak ve kdoklerinin morfolojik ve anatomik
yapisindaki degisimler. Pn: net fotosentez hizi; Gs: stoma iletkenligi; Tr: terleme hiz1 (Wu
ve ark., 2022 referans alinarak diizenlenmistir)
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Kuraklik stresi klorofil a, b ve toplam klorofil igerigini 6nemli 6lgiide azaltabilir
(Dong ve ark., 2019). Kuraklik sadece klorofil olusumunu dogrudan engellemekle
kalmaz ayn1 zamanda topraktan mineral elementlerin emilmesinde zorluga neden
olmaktadir. Elementlerin emilmesindeki zorluk ile birlikte yaprakta besin eksikligi
(yaprak etiolasyonu) goézlemlenebilir. Fotosentetik enzimlerin diizenlenmesi g¢ok
karmasgik bir siirectir. Hafif kuraklik stresi, fotosentetik karboksilasyon verimliligini
disiik seviyede etkileyebilir. Ancak siddetli kuraklik stresi altinda RuBPCase
aktivitesini inhibe edebilir, bu da fotosentetik karboksilasyon verimliliginde bir

azalmaya neden olabilir (Wu ve ark., 2022).

2.2.3. Biyokimyasal ve Antioksidan Tepkiler

Normal bitki metabolizmasini siirdiirmek icin bitkiler, hiicre i¢i antioksidan enzim
aktivitesi yoluyla fazla reaktif oksijen tiirlerini (ROS) uzaklastirmaktadir (Feng ve
digerleri, 2019). Stres kosullarinda, ROS iiretiminin artmasiyla birlikte bitki hiicreleri
hasar gormektedir. Stres kosullarina uyum saglamak igin bitkilerin ¢6ziinen madde
(seker ve prolin gibi) birikimi, enzim aktivasyonu (Peroksidaz (POD), Siiperoksit
dismutaz (SOD), Askorbat (ASC) ve katalaz (CAT)) ve enzimatik olmayan
(indirgenmis glutatyon (GSH)) maddeler dahil olmak iizere ¢ok sayida mekanizmasi
vardir (llyas ve ark., 2021). Antioksidan savunma sisteminin bilesenleri enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlardir. Enzimatik antioksidanlar arasinda SOD, CAT,
POD, askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR) ve monodehidroaskorbik asit rediiktaz (MDHAR) bulunur. Enzimatik
olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon (GSH), askorbik asit (AA), karotenoidler
ve tokoferoller (lipitte ¢oziiniir) bulunur. Her iki bilesen de reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu zarari ortadan kaldirmaktadir (Wu ve ark., 2022). Su eksikligi
veya ozmotik stres altinda, bitkiler normalde hiicre alt1 yapilar1 stabilize etmek
ve homeostazi  dengelemek igin trehaloz, sekerler ve prolindahil  olmak
tizere hiicresel ozmolitlerin birikimini saglamaktadir (Wang ve ark., 2022).
Osmoregiilasyon, bitkiler stres altindayken iiretilen membran lipid peroksidasyonunun
bir iirlinii olan malondialdehit (MDA) igeriginin hiicre zari1 hasarinin derecesini
yansitmaktadir. Bu sayede kuraklik stresinde onemli bir belirtectir. (Dong ve ark.,
2019).
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Prolin, bitkilerde su eksikligi stresi altinda birikerek ROS temizleyicisi ve karbon ve
azot depolamasinda gorev yapan 6nemli bir amino asittir. Bir sinyal molekiili gibi
davranarak stresi azaltmada essiz bir biyolojik islev listlenmektedir. Ayrica bir ozmolit
gibi davranarak ozmoregiilasyonu korumaktadir. Prolin, protein biyosentezinde dogal
olarak yer alan kiiciik bir halkasal amino asittir. Kiigiik boyutu ve ozmoprotektan
kapasitesi nedeniyle stresle iligkili onemli bir molekiil olarak degerlendirilmektedir.
Bu nedenle, serbest prolin birikimi kuraklik, soguk, sicak, tuzluluk, besin
eksikligi ve agir metaller gibi cesitli ¢cevresel streslerle basa c¢ikan bitkilerde goriilen
yaygin bir fizyolojik olgudur. MDA igerigi gibi prolinde genellikle kuraklik stresi ile
birlikte artmaktadir. Farkli streslerde prolin artisi gézlemlenmis olsa da ozellikle
kuraklik stresine yanit olarak arttigi bulunmustur. Kuraklik stresi altinda hidroksil
prolin ve prolin birikimlerinin diger amino asitlerden daha hizli olmasi dikkat
¢ekicidir. Bitki stresli kosullara maruz kaldiginda, prolin seviyesi stresli olmayan
kosullara gore 100 kat artabilir. Prolin birikim diizeyi farkli bitki tiirleri arasinda
degisiklik gostermektedir. Prolin aktivitesi bir antioksidan etki olarak Onerilmistir,
ancak prolinin dogrudan ROS ile etkilesime girmesi olasi degildir. Prolinin bitki
hiicrelerinde oksidatif stresi azalttig1 mekanizma hala kesin degildir. Prolinin 6nemi,
kuraklik stresine maruz kalan bitki hiicrelerinin ozmotik potansiyelini ayarlamaya
yardimct olan ozmolit aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Ozmotik basing, topraktan
su toplamak i¢in gereklidir ve bu nedenle ozmoprotektanlar kuraklik ve tuzluluk
stresiyle basa ¢ikmak i¢in en 6nemli faktorler olarak degerlendirilmektedir (Anzano
ve ark., 2022; Shaffique ve ark., 2024). Kuraklik stresine yanit olarak, prolin yapisal
stabilite saglar ve antioksidan savunma mekanizmasini gii¢lendirir. Birka¢ ¢alisma
prolin biyosentezinde yer alan genin, yani P5CS'nin (prolin-5-karboksilat sentaz) asiri
ifadesinin soya bitkilerinde kurakliga dayaniklilik sagladigini desteklemektedir.
Kuraklik stresine yanit olarak, prolini takiben y-aminobiitirik asit (GABA) de hizla
birikir. Stresi azaltmaya yardimci olan ve azot metabolizmasinda diizenleyici olarak

gorev yapan ¢ok 6nemli bir metabolittir (Shaffique ve ark., 2024).

Bitkilerde stres ile birlikte antioksidan sistem ROS’lar1 aktif olarak kontrol edebilir ve
ortadan kaldirabilir. Normal fizyolojik aktiviteler altinda bitkiler sinyal olarak
stiperoksit anyon radikalleri (O2"), singlet oksijen (O2), hidroksil radikalleri (-OH) ve
hidrojen peroksit (H202) gibi ROS iretirler. Bitkiler kuraklik stresine maruz
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kaldiginda hidrojen peroksit, hidroksil iyonlar1 ve peroksit gibi serbest radikaller hizla
birikmektedir. Sekil 2.12°de belirtildigi gibi tiim serbest radikaller ve H2O> gibi radikal
olmayan molekiiller bitki hiicrelerinde birikerek reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iretimi
nedeniyle oksidatif strese neden olmaktadir. Serbest radikaller bitki hiicresinde birikir
ve lipid membran, kloroplast, mitokondri, hiicre duvari vb. gibi bitki hiicresel
yapilarina zarar vermektedir (Shaffique ve ark., 2023). Bitki hiicrelerinde gen ve
protein anlatimmin diizenlenmesi, ROS'un {iiretimi ve eliminasyonu her zaman
dinamik bir denge halindedir. Bitki strese girdiginde denge bozulur, bitki hiicre zarinda
fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlar degisime ugrar ve reaktif oksijen tiirlerinin

tiretimi arttirir (Wu ve ark., 2022).
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Sekil 2. 12. Kuraklik stresinde antioksidan mekanizmanin diizenlenmesi. C: Kloroplast, V:
Vakuol, P: Peroksizom, M: Mitokondri, N: Niikleus, SOD: Siiperoksit dismutaz GSH:
Glutatyon, APX: Askorbat peroksidaz, CAT: Katalaz, H,O,: Hidrojen peroksit (Shaffique ve
ark., 2024)

Soyada su stresi altindayken SOD, POD ve CAT genellikle artar ve ayni zamanda
MDA igerigi de 6nemli dl¢iide artar. Yiiksek seviyelerde SOD, APX ve CAT enzim
aktivitesi sayesinde ROS, membran hasarint ve membran lipid peroksidasyonunu
azaltmak icin etkili bir sekilde uzaklastirilabilir. Ayrica prolin, ¢6zilinebilir sekerler ve

MDA gibi hiicrelerde biriken antioksidanlar hizla azalmaktadir (Dong ve ark., 2019)
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2.2.4. Rehidrasyon

Soya, biiyiime siirecinde yeterli su kaynagina ihtiya¢ duyan 6énemli bir lirtindiir. Ancak
belirli bir kuraklik stresi seviyesinden sonra ve rehidrasyondan kisa bir siire sonra soya
bitkileri, kuraklik stresi sirasinda olusan hasar ve kayiplari telafi etmek igin
metabolizma, biiylime, gelisme agisindan pozitif diizeyde fizyolojik ve biyokimyasal
olarak bir telafi gosterebilmektedir (Dong ve ark.,2019; Li ve ark., 2022b). Bir¢cok
calisma, kuraklik stresi ve rehidrasyonun bitkilerde bir dizi fizyo-biyokimyasal telafiyi
tetikleyebilecegini gostermistir. Bielorai ve Hopmans (1975) tarafindan pamuk
(Gossypium hirsutum) ve  Xu ve Bland (1993) Sorghum bicolor (L.) bitkilerinde
gerceklestirilen caligmalarda yaprak su potansiyelinin  kuraklik stresi ve
rehidrasyondan 2-3 giin sonra hizla iyilestigini bulmustur. Zhang ve ark. tarafindan
2004 yilinda gerceklestirilen calismada soya ve bugdayda, kuraklik stresi ve
rehidrasyondan sonra bitkilerin, ROS'u etkili bir sekilde uzaklagtirmak amaciyla
membran hasarini ve membran lipit peroksidasyonunu azaltmak i¢in yiiksek diizeyde
SOD, APX ve CAT aktivitesini korudugunu gdstermistir (Zhang ve ark., 2004).
Kuraklik stresinden sonra rehidrasyonun, stres sirasinda biriken prolin, ¢oziinebilir
sekerler ve MDA gibi antioksidan maddelerin igerigini Onemli Jlgiide
azalabilmektedir. Glycyrrhiza fideleri {izerinde 6 gilinlik kuraklik stresi ve
rehidrasyondan sonra fidelerin SOD, CAT ve APX aktiviteleri, prolin ve ¢oziniir
protein igeriklerinin 6nemli dl¢iide arttigini, MDA, ¢oziiniir seker icerikleri ve POD

aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azaldigin tespit etmistir (Dong ve ark., 2019).

Baz1 soya genotipleri, vejetatif asamada kuraklik stresiyle karsilagmalarina ragmen
yaprak alan1 ve klorofil icerigi gibi yiiksek degerdeki ozellikleri korur ve bazilari,
yeniden sulama sonrasinda kurakligin zararlarindan kurtulabilir, hatta biiyiime
tizerinde telafi edici etkiler sergileyebilmektedir. Erken gelisim asamalarinda
kurakliga tolerans gdsteren soya genotipleri ¢ok az hasara ugrar ve verimde kiiciik
diistisler gosterir Erken vejetatif asamalarda kurakliga toleransin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi, bu nedenle kurakliga dayanikli soya

cesitlerinin gelistirilmesini kolaylastiracaktir (Dong ve ark., 2019 ;Yan ve ark., 2020).
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2.2.5. Kuraklikta Fitohormonlar ve Genler

Abiyotik ve biyotik streslere yanit veren bitki hormonlar, bitki bliytime ve gelisiminde
onemli rol oynamaktadir. Bitki gelisimi, ¢esitli endojen hormonlarin ve fizyo-
biyokimyasal metabolizmanin koordinasyonu ile diizenlenmektedir. Ayn1 zamanda
bitkiler stres altindayken stres sinyallerinin iletilmesinde de rol oynamaktadir. Endojen
hormonlar arasindaki antagonistik diizenlemeler yoluyla, bu hormonlar bitkinin stresli
bir ortama adaptasyonunu tesvik etmek i¢in bitkinin fizyo-biyokimyasal

metabolizmasini, bitylimesini ve gelismesini diizenlemektedir (Ha ve ark., 2012).

Stres altinda, bu fitohormonlar ¢esitli sinyal yollar1 araciligiyla sekonder metabolitleri,
antioksidan enzim iiretimini ve stres yanit genlerini arttirmaktadir. Bu siire¢ Sekil
2.13’te gosterilmistir. Bitkiler, hiicre zarlarinda bulunan birincil reseptorler
araciligiyla farkli stres sinyallerini algilamaktadir. Birincil sinyaller ayrica hiicre
duvarindan da kaynaklanabilir. Bu sensorlerin aktivasyonu genellikle zar boyunca
iyon akistyla sonuglanir ve sitozole Ca 2" iyon gecisine sebep olmaktadir. Abiyotik
stres etkileri kloroplastlardaki fotosistemlerin, mitokondrilerdeki elektron tasima
zincirinin  enerji  dengesinin bozulmasi, endoplazmik retikulumdaki protein
katlanmasina ve peroksisomlardaki peroksidazlarin ve oksidazlarin aktivasyonu ile
ROS iiretimiyle sonuglanmaktadir. Bu sinyaller, ROS ve Ca ?* ya yanit olarak adenilat
siklazin aktivasyonuyla tretilen siklik AMP (adenozin monofosfat) gibi diger ikincil
haberciler tarafindan gii¢lendirilir. Kalsiyum bagimli protein kinazlar (CDPK'ler) ve
MAP kinaz kaskadlar1 dahil olmak tizere protein kinazlarin aktivasyonuna ve bu da
absisik asit (ABA) gibi hormon biyosentezi yollarin1 aktivasyonuna yol agar. Son
olarak, hormonal sinyallemeyle giiclendirilen strese duyarl transkripsiyon faktorleri,
cekirdekteki cesitli genlerin transkripsiyonel diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu
yanitlar ile birlikte bitki fizyolojisinin yeniden sekillenmesine ve stres altindaki
bitkilerin karakteristik fenotiplerine yol a¢an adaptif yanitlara neden olur (Melo ve
ark., 2022).

Bitkilerde kuraklik toleransini artirmak i¢in ekonomik kayiplar1 azaltmak amaciyla
cok sayida fitohormonla 1ilgili stratejinin incelenmesi ve  gelistirilmesi
gerekmektedir. Kuraklik stresinin ¢esitli bitki hormonlarmnin, 6zellikle de absisik
asidin (ABA) biyosentezine ve sinyal iletimine neden olabilecegi iyi belgelenmistir

(Li ve ark., 2022b). ABA, kuraklik stresi sdz konusu oldugunda en ¢ok 6ne ¢ikan
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fitohormonlardan biridir. Ciinkii bitkilerin stres etkilerini hafifletmesine yardimci olan
hormonal bir molekiil olarak kabul edilmektedir. Kuraklik, farkl: bitki organlarinda,
ozellikle kokten, yaprak koruma hiicrelerine ulasabilen ve ksilem tasinmasi ve terleme
yoluyla sinyaller gonderebilen ABA iiretimini uyarmaktadir. Stoma kapanmasini ve

gen ifadesini diizenleyerek bitkilerin kuraklik stresine verdigi tepkilerde temel roller

oynamaktadir.
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Sekil 2. 13. Kuraklik stresinde sinyal iletimi. (1) Hiicre duvari ve zarindan sinyalin algilanmasi
(2) Mitokondrilerdeki elektron tasima zinciri ve enerji dengesi (3) Kloroplastta fotosistem (4)
ER’de protein katlanmasi (5) Peroksizomlarda peroksidaz ve oksidaz aktivasyonu (6)
Niikleusta genlerde transkripsiyonel diizenlenme (ABA: Absisik asit, CTK: Sitokinin, JA:
Jasmonik asit) (Melo ve ark., 2022 referans alinarak diizenlenmistir)

ABA, stoma hareketini diizenlemek i¢in sitokinin (CTK) ve jasmonik asidi (JA)
birlikte ¢alisabilmektedir. Yaprak terleme hizin1 ve koruyucu hiicre turgor basincini
azaltirlar, bu da stoma kapanmasinin dis ortam stresine uyum saglamasina neden
olmaktadir (Ilyas ve ark., 2021). Jasmonik asit (JA), sinyal iletiminde rol oynayan
bilesiklerin {iretiminden hiicre oOliimiinde kadar rol oynayan ve kloroplast
membranlarinda bulunan a-linolenik asitten iiretilen fitohormondur. Jasmonik asidin
aktif tiirevi, ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere verilen yanit1 kontrol etmede 6nemli

bir role sahip olan jasmonatlar olarak da bilinmektedir. JA'lar, sinyal iletimi ve
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savunma mekanizmasinda sorumlu olan ¢esitli gen ifadeleri dahil olmak {izere stres
yanitlarinda 6nemli bir role sahiptir (Ahmad ve ark., 2016; llyas ve ark., 2021).
Jasmonat sentezi plastidlerde, sitozolde ve peroksizomlarda meydana gelir. JAZ
(Jasmonate Zim Domain) proteinlerinin JA sinyal yolunda baslica bir rolii vardir
clinkii JAZ, JA sinyallemesi i¢in bir anahtar gorevi goriir. Normal kosullarda, JA
olmadiginda veya ¢ok diisiikk konsantrasyonda oldugunda, JAZ veya JAI3 proteinleri
aktivitelerini en aza indirmek i¢in Miyelositomatozis (MYC2) gibi ¢ok sayida
transkripsiyon faktoriine (TF) baglanir. Ancak stres kosullarinda jasmonik asit ve
tiirevleri bilyiik miktarda bulunur, JAZ proteini pargalanir ve strese yanit veren ¢esitli
transkripsiyon faktorleri aktive olur ve bunlar stres yanitinda rol oynayan ¢ok sayida
geni diizenlemektedir. JA, stomalarin kapanmasi, kok gelisimi ve ROS'un
temizlenmesi dahil olmak tizere farkli prosediirlerle kuraklik toleransini
arttirmaktadir. JA'nin kuraklik stresi kosullarinda bitkilerde ABA'y1 da diizenledigi
ileri siiriilmektedir. Sitokinin (CK), hiicre bdliinmesini, kok nodiil gelisimini, yaprak
senesansini geciktirmeyi, besin tahsisini ve bitkinin patojen etkilesimlerine tepkisini
tesvik eden bir bitki hormonudur. Ek olarak, kuraklik stresi tepkilerini de
diizenlemektedir. Sitokininin kuraklik toleransini artirmaya katkida bulunan bes
mekanizmasi vardir; fotosentetik aktiviteyi korumak, antioksidan maddeleri artirmak,
su dengesini diizenlemek, bitki bilylimesini kontrol etmek ve stresle iligkili hormonlari
diizenlemek. Kuraklik stresi altinda Sitokinin, CO2 asimilasyonunda, elektron tagima
oraninda, fotosentez oraninda ve klorofil seviyesinde yer alan genleri
diizenlemektedir.CK, kuraklik stresi altinda bitkiyi adapte etmek i¢in ABA ile birlikte
caligir. Kuraklik stresi i¢in, CK'nin bitkiler iizerinde hem olumsuz hem de olumlu

etkileri oldugu bildirilmistir (llyas ve ark., 2021).

Birgok c¢alisma, kuraklik stresi ile birlikte ABA'da artis oldugunu bildirmistir.
ABA'nin stoma kapanma siireci ve gen ifadesinin diizenlenmesindeki rolii kuraklik
icin 6nemli bulunmustur (Ali ve ark., 2020). Yaprak ABA's1 ile stoma iletkenligi
arasinda birka¢ calismada korelasyon bulunmustur, ancak ksilem ABA'sinin stoma
iletkenligi ile daha da iyi korelasyon gosterdigi belirtilmektedir. 2013 yilinda
gerceklestirilen bir ¢aligmada yapraklara ekzojen ABA uygulanmaya calisiimis ve
kuraklik stresi durumunu taklit eden stoma kapanmasiyla sonu¢lanmistir (Dodd,

2013). Stoma kapanmasindan sorumlu mekanizma her bitki tiirii i¢in ayni degildir, bu
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nedenle ABA her bitkide ayn1 rolii oynamamaktadir. ABA'nin prolin geni ve bazi
durumlarda poliaminler, seker ve seker alkolleri gibi bazi genlerin transkripsiyonunda
yer aldig1 goriilmektedir (Anzano ve ark., 2022). ABA birikimi ayrica asagi yondeki
(down stream) sinyal bilesenlerini aktive eder ve stres direncini artirmak i¢in kok
antioksidan kapasitesini arttirmaktadir. Bu sonuglar, ABA'nin bitki hiicrelerinin
kuraklik sinyallerini almasinda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermistir. Bu
nedenle, kuraklik stresi altinda hiicre metabolizmasinin, enerji metabolizmasinin,
bliylimenin ve fonksiyonel genlerin transkripsiyonel diizeyde anlatiminin
diizenlenmesinde ABA'nin roliiniin anlasilmas1 biiyiikk 6nem tagimaktadir. (llyas ve
ark., 2021; Wu ve ark., 2022). ABA'nin ayrica kuraklik stresi altinda CPK6 anlatimini
indiikleyerek kalsiyum bagimli protein kinaz (CPK) sinyallemesini diizenledigi
bildirilmistir. CPK'lar baz1 temel ABA ile iliskili TF'ler, ABF'ler/AREB'ler (ABA'ya
duyarli element baglayic1 faktorler) ile etkilesime girer ve fosforile eder ve

transkripsiyonel aktivitelerini arttirmaktadir (Muhammad Aslam ve ark., 2022).

Ayn1 zamanda kuraklik stresi, ABA'ya bagimli ve ABA'dan bagimsiz yollar dahil
olmak iizere kuraklik stresi yanitinda yer alan birgok transkripsiyon faktoriiyle genom
capinda transkripsiyonel yeniden programlamayi tetikleyebilmektedir (Zhang ve ark.,
2022b). Yiizlerce veya binlerce gen kuraklik, yiiksek tuzluluk ve soguk stresi
tarafindan ABA sinyallemesi yoluyla transkripsiyonel olarak diizenlenmesine ragmen,
bircok strese duyarli gen ABA'dan bagimsiz mekanizmalar tarafindan indiiklenir.
ABA'ya bagimli genler, promotor bolgelerinde ABA'ya duyarli cis elemanini (ABRE)
icerir ve ABRE baglama faktorleri (ABF'ler) tarafindan diizenlenirken, ABA'dan
bagimsiz kurakliga duyarli genler siklikla dehidrasyona duyarl cis elemanini (DRE)
igerir ve AP2/ERF (Apetala2 ve etilene duyarl faktorler) transkripsiyon faktorii ailesi
tarafindan diizenlenmektedir. Birgok ABA tarafindan diizenlenen gen, promotor
bolgelerinde ABA'ya duyarli cis -element (ABRE) ACGTGG/TC igerirken, ABA'dan
bagimsiz soguk-duyarli ve kurakliga duyarl genler genellikle promotdr bolgelerinde

dehidratasyona duyarl cis-element (DRE) TACCGACAT i¢ermektedir.

CBF (DREBI) ve DREB2 proteinleri, DRE'ye baglanan ve sonug olarak hedef gen

anlatimlarini aktive eden transkripsiyon faktorleridir (Zhang ve ark., 2022b; Singh ve

ark., 2022). Sekil 2.14’te gosterildigi gibi WRKY, MYB, NF-Y'ler, AREB’ler ve

NAC'ler gibi diger bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin de kuraklik stresine ABA'ya
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bagiml bir sekilde veya baz1t NAC'lerin ABA'dan bagimsiz bir sekilde yanit verdigi
rapor edilmistir. DREB2A, HD-ZIP, MYC2 ve birkag¢ NAC gibi kuraklik stresiyle
ilgili ABA'dan bagimsiz TF'ler vardir. Bu TF'ler, bireysel veya isbirligi icinde, bitki
biiylimesini ve gelisimini, metabolizmasim1i ve RD22 ve ERD1 gibi stresle
indiiklenebilir genlerin anlatimmi diizenlemektedir (Yao ve ark., 2021; Singh ve

Laxmi, 2015).
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Sekil 2. 14. Kuraklik stres tepkisinde yer alan ana transkripsiyon faktdrlerinin ve
transkripsiyonel agin sematik gosterimi (Yao ve ark., 2021 referans alinarak diizenlenmistir)

ABA'ya duyarli elementler baglama faktoriiniin (ABF), kurakliga duyarli genlerin
anlatimini diizenledigi ve kuraklik stresine karsi bitki direncini korumak i¢in enzim
aktivitesini arttirdigr bildirilmistir (Kerr ve ark., 2018). ABA bagimli ve ABA
bagimsiz yollar farkli transkripsiyon faktorleri ile kuraklik stresi yanitinda rol
oynarken ayni zamanda kuraklik yanitt ABA bagimli ve ABA’dan bagimsiz yollar
arasindaki etkilesimle de diizenlenebilmektedir (Singh ve ark., 2022). Son yillarda
ozellikle soyada gerceklestirilen ¢alismalarda kuraklik mekanizmalar1 aydinlatilmaya
calisgilmistir. Bu caligmalardaki hedef genler ve TF’nin kuraklik stresindeki etki

mekanizmasi Tablo 2.1°de belirtilmistir.
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Tablo 2. 1. Soyada kuraklik ile iliskili transkripsiyon faktorleri (Rasheed ve ark., 2022)

Gen/ Rol Referans
Transkripsiyon
Faktorii
GmDREB2A Verim ve biiylimede artig Marinho ve digerleri,
2022
GmEF8 Soyada kurakliga dayaniklilik artis Zhang ve ark.,2022a
GmXTH1 Kok sisteminin, bagil su igeriginin ve Zhang ve ark.,2022c
antioksidan enzimlerin aktivitesinin
iyilestirilmesi
GmPODA40 Artan fotosentez ve antioksidan aktiviteler Aleem ve ark., 2022
GmTGA15 Klorofil igeriginde artig Chen ve ark.,2021b
LHY Arttirilmig kuraklik toleransi Wang ve ark, 2021
GmMYB14 Yaprak boyutu, yaprak sap1 uzunlugu, yaprak Chen ve ark, 2021a

sap1 agisi azalma ve verim artigi

GmSOG1 Antioksidan enzim birikimi ve kuraklik stresine Poku ve ark.,2021
kars1 toleransi artig

DREB Kuraklik stresine karsi toleransin artmasi Zhou ve ark., 2020

GmNFYA13 Stresle iligkili genlerin transkript diizeylerinde Ma ve ak.,2020a
artig gosterdi

WRKY20 Arttirllmis verim, bitki boyu ve daha yiiksek Ning ve ark.,2017
tohum orani

GmWRKY?27 Arttirilmis prolin igerigi Wang ve ark.,2015

2.2.5.1. ABA Bagumli Sinyal Yolu

Bitkilerde ABA sinyal yolu, kuraklik stresine yanitta onemli bir yol oynamaktadir. Son
on yilda, bitki kurakligina tepkideki en 6nemli gelismelerden biri, ABA reseptoriiniin
tanimlanmast ve ABA sinyal yolaklarinin aydinlatilmasi olmustur (Kishor ve ark.,
2023). Fitohormon ABA, kuraklik stresine yanit olarak esas olarak yapraklarda birikir
ve daha sonra ABA sinyallemesinin temel fosfor diizenleyicileri olan alt sinif III SNF1
ile iliskili protein kinazlar 2'yi (SnRK2'ler) aktive etmektedir. ABA, ABA’ya duyarh
cis etkili element (ABRE), ABA'ya duyarli element baglayici proteinler (AREB)
ABRE baglayici faktorler (ABF) ve diger birkag transkripsiyon faktorii dahil olmak
lizere strese duyarli transkripsiyon faktorleri araciligiyla ¢ok cesitli gen anlatim

sireglerinde rol oynamaktadir (Sekil 2.15). Fosforilasyon siirecinin ABA
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sinyallemesinde 6nemli roller oynadig1 gosterilmis olup ABA Insensitive 1 (ABI1),
ABA sinyallemesinde major protein fosfataz 2C (PP2C) olarak tanimlanmuistir.
Arabidopsis SNF1-iligkili protein kinaz 2'nin (SnRK2) ABA'ya yanit veren stoma
kapanmasinda ve ABA'ya bagimli gen ifadesinde 6nemli roller oynadig1 gosterilmistir.
SnRK2'ler I, I ve III olmak iizere 3 alt sinifa ayrilir ve yalnizca ABA'ya yanit veren
diizenlemede degil ayn1 zamanda kuraklik stresi yanitlarinin ABA'dan bagimsiz
diizenlenmesinde de islev gordiigi gosterilmistir. Alt sinif III SnRK2'ler ABA'ya
bagimli sinyal yollarinda onemli roller oynamaktadir. (Soma ve ark., 2021). ABA
sinyal yolu, reseptor RCAR/PYR/PYL'ler, protein fosfataz PP2C, kinaz SnRK2'ler
(SnRK2.2, SnRK2.3 ve SnRK?2.6) ve hedefleme substratlarindan olusur (Yao ve ark.,
2021). Pyrabactin resistancel/PYR1-like/ABA reseptor diizenleyicisi bilesenleri
(PYR/PYL/RCAR) ailesi, ABA yanitlarini diizenlemek i¢cin ABA'ya baglanan énemli
ABA reseptorleri icermektedir. ABA yoklugunda, alt sinif III SnRK2'lerin kinaz
aktivitesi grup a protein fosfataz 2C (PP2C) tarafindan inhibe edilir. Bitkiler kuraklik
stresine maruz kaldiginda, ABA bitki hiicrelerinde biiyiik miktarlarda birikir ve
ardindan ABA reseptorleri PYR/PYL/RCAR ABA'ya baglanir. ABA tarafindan
baglanip aktive edildikten sonra PYR/PYL/RCAR'lar, PP2C'lerle trimerik bir
kompleks olusturur. Bu kompleksler PP2C ile rekabetci bir etkilesime girer. Bunun
sonucunda da PP2C'lerin fosfataz aktivitesini inhibe eder. Etkilesim sonucu SnRK?2'ler
PP2C'ler tarafindan serbest birakilir. Serbest birakilan SnRK2'ler otofosforilasyon
veya diger protein kinazlar tarafindan fosforilasyon yoluyla aktive edilir (Soma ve

ark., 2021).

Bir¢ok kuraklik stresine duyarli genin promotdr bolgelerinde cis etkili ABRE'ler
(PYACGTGGC) bulunmaktadir. ABRE motifi esas olarak bZIP tipi transkripsiyon
faktorleri, AREB'ler/ABF'ler tarafindan taninmaktadir. SnRK2 hedefleri arasinda,
AREB'ler/ABF'ler ABA sinyal yolundaki asagi akis TF'leridir. WRKY, MYB ve NF-
Y'ler gibi diger bazi1 TF aileleri de kuraklik tepkisi ve adaptasyonda rol oynar (Singh
ve Laxmi, 2015; Yao ve ark., 2021). AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 veya ABF3'ii asirt
ifade eden transgenik bitkiler, gelismis kuraklik toleransi ve artmis ABA duyarlilig
sergilemektedir. Bu dort AREB/ABF'nin, bu abiyotik stres kosullar1 altinda ABRE'leri
araciligiyla ABA'ya bagh transkripsiyonel aktivasyonda isbirlik¢i bir sekilde islev

goren merkezi transkripsiyon faktorleri oldugu gosterilmistir (Singh ve Laxmi, 2015).
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2.2.5.2. ABA Bagimsiz Sinyal Yolu

Her ne kadar bircok TF, ABA tarafindan indiiklense ve ABA'ya bagli sinyal yolunda
islev gorse de ifadesi biiylik oranda su eksikligi tarafindan indiiklenen, ancak oncelikli
olarak ABA biyosentezi veya sinyal yolu tarafindan aracilik edilmeyen bazi TF'ler
vardir (Yoshida ve ark.,2014). DREB2'ler ve baz1t NAC'ler bu kategoriye aittir (Yao
ve ark.,2021). Is1, kuraklik ve yiiksek tuzluluk stresleri, AP2/ERF ailesi transkripsiyon
faktorlerinin tiyeleri olan susuzluga duyarli element baglayici (DREB) proteinlerini
indiiklemektedir. DREB2A, bitkilerin abiyotik strese karst toleransini artiran
proteinleri kodlayan bir¢ok geni indiiklemede 6nemli bir rol oynamaktadir (Ali ve
ark.,2020). Dehidratasyona duyarli element baglayici protein 1 (DREB1)/CBF (C-
tekrar baglama faktorii) ve DREB2 diizenleyicileri kuraklik stresi altinda gen
ifadesinin ABA'dan bagimsiz diizenlenmesinde gorev alir (Singh ve Laxmi, 2015).
Tohumlu bitkilerde, mRNA bozunma yolu ve kuraklik stresi altinda bitki biiyiimesi
yoluyla gen anlatimimin stabilitesini ABA'dan bagimsiz bir sekilde saglayan ABA'ya
yanit vermeyen alt sinif I SnRK2'ler olmak iizere baska bir SnRK2 tiirti bulunmaktadir.
Hiicresel sinyal iletiminde, alt sinif I SnRK2 protein kinazlart ABA'dan bagimsiz
sinyal yollarinda énemli roller oynamaktadir. Dehidrasyona duyarli element (DRE),
ABA'dan bagimsiz transkripsiyonda onemli bir cis etkili elementtir. DREB2A
transkripsiyon faktorii dehidratasyon ve ozmotik stres altinda ifade edilmektedir.
DREB2A, kuraklik stresine duyarli genlerin promotor bolgelerinde bulunan DRE
motifine (A/GCCGAC) baglanmaktadir (Soma ve ark., 2021).

ABA'dan bagimsiz regiilasyonda, dehidrasyona duyarli element baglayicit protein
(DREB), NAM, ATAF ve CUC2(NAC) diizenleyicileri birgok kurakliga duyarli geni
diizenleyerek kuraklik yanitinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu transkripsiyon
faktorlerinden MYC2 ve NAC proteinleri 6zellikle JA sinyallemesinde rol

oynamaktadir.

Son zamanlarda, AREB/ABF'lerin DREB2A'y1 indiikleyebildigi ve AREB/ABF'lerin
DREB2A ile etkilesime girdigi bildirilmistir. Bu gozlemlere dayanarak, ABA'ya
bagimli ve ABA'dan bagimsiz yollarin kuraklik stresi altinda capraz konustugu
diistiniilmektedir. RD29A geninin promotdrii ABRE'ye ek olarak DRE/CRT cis
elementini icermektedir. Arabidopsis RD22 geni, ABA'ya bagl bir sekilde kuraklik

stresiyle indiiklenebilir. ABA tarafindan indiiklenmesine ragmen, promotor
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bolgesinde ABRE cis elementi yoktur; buna ragmen anlatim1 iki cis etkili element,
MYC ve MYB tanima elementleri tarafindan diizenlenmektedir. MYC benzeri bir
transkripsiyon faktorii olan MYC2 ve bir MYB transkripsiyon faktorii olan MYB2,
bu cis etkili elementlere baglanir ve bu genin transkripsiyonunu isbirligi i¢inde aktive
eder. AtMYC2 ve AtMYB2'yi asir1 ifade eden transgenik bitkiler, daha yiiksek ABA

duyarliliginin yani1 sira ozmotik tolerans da sergilemektedir (Singh ve Laxmi, 2015).

2.3. KURAKLIK STRESINDE ROL ALAN ONEMLI TRANSKRIiPSiYON
FAKTORLERI

Bitkiler, kuraklik stresine yanit vermek i¢in ¢ok sayida mekanizma gelistirmistir;
bunlarin arasinda, transkripsiyonel diizenleme, anahtar mekanizmalardan biridir.
Bitkiler, DREB’ler, AP2/ERF, MYB’ler, NAC'ler, bZIP'ler ve WRKY'ler gibi stres
tepkilerinde yer alan ¢ok sayida transkripsiyon faktorii ailesini barindirmaktadir (Melo

ve ark., 2020; Yao ve ark., 2021).

Temel 16sin fermuari (bZIP) ailesi, N-terminali oldukg¢a temel bir niikleer lokalizasyon
ve DNA baglanma bolgesi ve C-terminali dimerizasyon i¢in 16sin agisindan zengin bir
motif iceren korunmus bir bZIP alani icermektedir Bitki biiylimesini ve gelisimini
diizenlemenin yani sira, bZIP TF'leri kuraklik gibi abiyotik stres tepkisi agisindan da

onemlidir (Joshi ve ark., 2016).

APETALAZ2/Etilen Tepki Elemani Baglayici Faktorler (AP2/ERF) ailesi, bitkiye 6zgii
TF'lerin biiyiik bir grubunu kapsar ve ¢okc¢a korunmus bir AP2/ERF DNA baglayici
alaninin varligiyla karakterize edilmektedir. Bu alan, etilene tepkili transkripsiyonda
rol oynayan bir DNA dizisi olan GCC kutusu ile baglanmaktadir. AP2/ERFBP TF'leri,
hiicre c¢ogalmasi, vejetatif ve iireme gelisimi, bitki hormonu tepkileri ve
abiyotik/biyotik stres tepkileri gibi bitki biyolojik siireclerinde ¢esitli roller
tistlenmektedir (Joshi ve ark., 2016). AP2/ERF transkripsiyon faktorleri bitki stres
direncinde 6nemli bir rol oynar ve dnceki ¢calismalar bunlarin bitkilerde kuraklik stresi
direnci siirecine farkli yollarla katilabilecegini gostermistir. AP2/ERF, bitki
hormonlarinin sentezini etkileyerek kuraklik stresi yanitin1 diizenleyebilir. Jasmonik
asit ve etilen sinyallerinin bileseni olarak ERF1'in stres-spesifik gen regiilasyonu
yoluyla JA, ET ve absisik asit sinyallerini entegre edebilecegini ve kuraklik

toleransinda pozitif bir rol oynayabilecegini one stirmiistiir (Yang ve ark., 2021).
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Son zamanlarda kuraklik stresinde WRKY transkripsiyon faktorlerinin roli
bildirilmistir. WRKY transkripsiyon faktorleri, DNA baglanmasinda rol oynayan bir
veya iki WRKY domainine sahip bir ailedir. WRKY transkripsiyon faktorleri, W
kutusu adi verilen korunan bir diziye baglanir ve gen ifadesini bu sekilde
diizenlemektedir. W kutulari, bitki savunma tepkisiyle ilgili bircok genin
promotorlerinde ve hatta bazi1 WRKY transkripsiyon faktorii genlerinin kendi kendini
promotorlerinde bulunmaktadir. Bu nedenle, WRKY transkripsiyon faktorleri, W
kutusuyla baglanarak akis asagi islevsel genlerin veya diger diizenleyici genlerin
ifadesini diizenleyebilir ve boylece bitkilerdeki ¢esitli fizyolojik aktivitelerin
diizenleme siirecine katilabilir. Cesitli WRKY transkripsiyon faktorlerinin ABA
sinyallemesinde rol oynadigt bulunmustur. WRKY18 ve WRKY60, tohum
cimlenmesi ve stres tepkisi sirasinda ABA sinyallemesinin pozitif diizenleyicileri
olarak gorev yaparken, WRKY40''n ABA sinyallemesi iizerinde tam tersi etkisi
bulunmaktadir (Singh ve Laxmi, 2015).

MYB, bitkilerdeki en biiyiik transkripsiyon faktorii ailelerinden biridir. MYB
transkripsiyon faktoriiniin N-terminali, 52 amino asitten olusan korunan bir heliks-
turn-heliks (HTH) protein DNA baglanma alanidir ve dogrudan hedef genlere
baglanmanin dogrulugunu belirler ve GCC kutusu, DRE, ABRE, W kutusu vb. gibi
cis Dbilegenlerine baglanabilmektedir. C-terminali, bir transkripsiyon faktoriiniin
transkripsiyonel aktivitesini ve akis asagi genlerin ifade verimliligini diizenlemek i¢in
diger genler veya bilesenlerle etkilesimini belirleyen transkripsiyonel baglatma bolgesi
olarak gorev almaktadir. MYB, ikincil metabolizmanin diizenlenmesinde, hormonlara
ve ¢evreye yanitta, hiicre farklilagsmasinin ve morfogenezin yonlendirilmesinde yaygin
olarak yer almaktadir. Bunlara ek olarak MY B’nin kurakliga ve diger abiyotik streslere
kars1 direngte 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Yang ve ark., 2021).

NAC gen ailesi en bilyiik ve bitkiye 6zgii TF ailesidir (Joshi ve ark., 2016). NAC
transkripsiyon faktorleri ailesi, proteinlerin N-terminalindeki olduk¢a korunmus ve
spesifik NAC alanlar ile degisken bir C-terminalde transkripsiyonel diizenleyici
bolgeden karakterize edilen, c¢esitli biyolojik islevlere sahip bitkiye 0Ozgii bir

transkripsiyon faktorii sinifidir.
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NAC, kuraklik tepkisinde yer alan genlerin ifadesini dogrudan veya diizenleme
aracilifiyla bitkinin kuraklik stresine karst direncinde onemli bir rol oynamaktadir
(Yang ve ark., 2021). Soyada senesensle iliskili NAC genleri bitkinin senesense ve
coklu streslere karsi toleransini artirmak igin potansiyel hedefler olarak belirlenmistir

(Melo ve ark., 2022; Fraga ve ark., 2021; Melo ve ark., 2021).

2.3.1. NFYAG5 Ailesi

Bunlara ek olarak, NF-Y (niikleer faktor-Y) transkripsiyon faktorleri de kuraklik stresi
yanit1 ve tolerans mekanizmalarinda rol oynar. NF-Y transkripsiyon faktorleri, ii¢
farkli alt birimi NF-YA, NF-YB ve NF-YC olan heterotrimerik proteinlerdir ve hedef
genlerin promotdr bolgesindeki CCAAT kutusuna baglanmaktadir. Niikleer faktor Y
(NF-Y), NF-YA (CBF-B ve HAP2), NF-YB (CBF-A ve HAP3) ve NF-YC (CBF-
Cve HAP5)  proteinlerinden  olusan  heterotrimerik  bir  transkripsiyon
faktoridiir. Memelilerde ve mayada her bir alt birim tek bir gen tarafindan
kodlanirken, bitkilerde her bir alt birim i¢in birden ¢ok gen ailesi bulunur (Singh ve
Laxmi, 2015).

Hem aktivator faktorii (HAP) veya C- tekrar baglanma faktorii (C-repeat binding
factor,CBF) olarak bilinen Niikleer Faktor-Y (NF-Y), hedef gen ifadesini ya dogrudan
baglayarak ya da CCAAT igeren promotdrler veya transkripsiyonel
aktivatorler/represorler olabilen diger proteinlerin fiziksel olarak etkilesimi ve
baglanmasina aracilik ederek diizenlemektedir (Kishor ve ark., 2023).

Sitoplazma

A Sitoplazma
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Sekil 2. 16. NF-Y'nin gen ifadesini modiile ettigi molekiiler mekanizmalar (Zhao ve ark., 2017)
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Sekil 2.16°da belirtildigi gibi NF-YB-YC heterodimerleri ¢ekirdege hareket ederek
aktif bir heterotrimer olusturmak i¢in NF-YA ile etkilesime girer. Bu heterotrimer,
hedef genlerin promotor bolgelerindeki CCCAAT kutusuna baglanir ve anlatimlarina

aracilik eder.

NF-YB-YC heterodimeri, bir NF-YB-YC-TF heterotrimeri olusturmak i¢in
transkripsiyon faktorii (TF) ile etkilesime girer ve spesifik cis - elementine (XXX ile
gosterilir) baglanir. NF-YA, TF'nin NF-YB/NF-YC ile etkilesimini rekabet¢i bir
sekilde engelleyebilir (Zhao ve ark., 2017).

CCAAT sekansindaki herhangi bir mutasyon, DNA-NF-Y kompleksinin olusumunu
etkiler, bu da NF-Y'nin DNA'ya baglanmasinin spesifik CCAAT sekansi
gerektirdigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, tim CCAAT elementleri NF-Y
kompleksi tarafindan taninamaz ve baglanamaz, bu da CCAAT elementlerinin her iki
tarafindaki niikleotit dizisinin ve kromatin yapisinin NF-Y  kompleksinin
konformasyonunu etkileyebilecegini ve dolayisiyla NF-Y kompleksinin baglanma
yetenegini etkileyebilecegini one siirmektedir. NF-YA, NF-YB ve NF-YC'nin tiimii
CCAAT  kutusuna baglanmak igin gerekli olsa da, dogrudan CCAAT
kutusuna baglanan NF-YA'dir. NF-YB ve NF-YC alt birimi, bir heterodimer
olusturmalarina izin veren histon katlama motiflerine sahiptir. Heterodimer olustuktan
sonra  NF-YB/NF-YC, sitoplazmadan NF-YA'nin toplandigi  ¢ekirdege
taginmaktadir. NF-YA, CCAAT kutusuna baglanmak igin bir tripleks olusturmak
tizere NF-YB/NF-YC heterodimeri ile birlesmelidir ve daha sonra kompleksleri asagi
akis genlerinin (downstream) transkripsiyonunu diizenlemekte rol oynamaktadir. NF-
YB/NF-YC heterodimeri, protein kompleksinin stabilize edilmesinde ve spesifik DNA
baglanma bolgelerinin taninmasinda rol oynayabilen DNA glikofosfat iskeletine
baglanmaktadir (Zhang ve ark., 2023; Kishor ve ark., 2023). NF-Y A'lar kuraklik, sicak
ve soguk stresi kaynakli gen anlatiminin negatif diizenleyicileri olarak iglev gorebilir,
¢linkil indirgedikleri genlerin promotérlerinde CCAAT kutusu yoktur, bunun yerine
ABRE veya ABRE benzeri motifler vardir. Dolayisiyla, AtNF-YA'larin, baz1 bZIP
ailesi proteinlerinin NF-YB/NF-YC heterodimer ile etkilesimini 6nleyerck ABA'ya
yanit veren genlerin anlatimini negatif olarak diizenledigi ileri siiriilmektedir. Bagka
bir deyisle, NF-YA, NF-YB/NF-YC heterodimerinin birlesmesi engelleyerek ve
promotorlerinde  CCAAT olmayan cis-elementlere sahip genlerin anlatimini
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diizenleyen diger TF'lerle birlesmesini onleyen bir baskilayici aktiviteye sahiptir
(Wenkel ve ark., 2006; Yamamoto ve ark., 2009). Genel olarak NF-YA ile olusan
kompleksin dogrudan CCAAT kutusuna bagli olduguna inanilmaktadir. Bununla
birlikte, son caligmalar NF-Y'lerin diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesime
girdigini  gostermistir. NF-YB'ler/YC'ler  genellikle promotdrlere  dogrudan
baglanamadiklarindan ve hedef, etkilesime girdikleri transkripsiyon faktorleri
tarafindan belirlendiginden, NF-Y'ler i¢in daha fazla potansiyel hedef bulunmalidir
(Zhang ve ark., 2023).

Son arastirmalar dogrultusunda NF-Y kompleksinin gen anlatimini bagimsiz olarak
diizenledigine veya diger transkripsiyonel diizenleyiciler ile stres cevabini
olusturduguna dair 6nemli kanitlar vardir. NF-Y kompleksi, NF-YA alt birimini,
kompleksi CCAAT olmayan cis elementlerine baglayan diger proteinlerle degistirerek
islevsel ¢esitliligini artirir ve NF-YA'nin asir1 anlatimi nedeniyle NF-YB/NF-YC
kompleksinin diger proteinlerle etkilesimini bozdugu bildirilmektedir (Kishor ve ark.,
2023).

Gelisimsel ve ¢evresel stres sirasinda bitki NF-Y'leri belirli gorevleri tistlenmektedir.
Bu  gorevler, spesifik  genlerin CCAAT  kutularina  baglanmasiyla
gerceklestirilmektedir. NF-YB niikleusa yalnizca NF-YC ile iliskili bir heterodimer
olarak dahil edilmektedir. NF-YA genleri, tohum gelisimi, kdk yapisi, nitrojen
fiksasyonu, cigceklenme, biyotik/abiyotik stres tepkileri ve diger silireglerde yaygin
olarak yer alan hedef genler olarak rol oynamaktadir (Siriwardana ve ark., 2014; Zhang
ve ark., 2023). Arabidopsis NF-YA genleri NF-YAL, 3, 5, 6, 8 ve 9'un gametogenez,
embriyogenez, tohum morfolojisi ve tohum ¢imlenmesini diizenledigi bilinmektedir.
NF-YB'nin spesifik tiyelerinin, 6zellikle LEC 1 grubunun, embriyojenezi ve tohum
gelisimini diizenledigi rapor edilmistir. LECI1, 6zellikle somatik ve erken zigotik
embriyogenez iizerine etki etmektedir. Ugiincii alt birim olan NF-YC de pek ¢ok
gelisimsel diizenlemede 6nemlidir. Arabidopsis NF-YC3, NF-YC4 ve NF-YC9, hem
NF-YB2 hem de NF-YB3 ile fiziksel olarak in vivo etkilesime girer ve ¢igeklenme
zamanini diizenlemek igin gereklidir (Quach ve ark., 2015). Stres altinda genetik
yollar1 diizenleyen birgok transkripsiyon faktorii arasinda niikleer faktér Y (NF-Y),
hem aktivator protein (HAP) ve hayvan, maya ve bitki sistemlerinde NF-YA (HAP2
veya CBF-B), NF-YB (HAP3 veya CBF-A) ve NF-YC (HAP5 veya CBF-C) alt
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birimlerinden olugan korunmus bir heterotrimerik kompleks olan CCAAT baglayici
faktor (CBF) bulunur (Myers ve Holt, 2018). NF-Y proteinleri, 6zellikle kuraklik
stresine yanit olarak bitki biliylimesinde ve gelisiminde stres toleransinin Onemli
diizenleyicileridir. Simdiye kadar Arabidopsis, Triticum aestivum, Zea mays, Oryza
sativa, Glycine max gibi bitkiler de birgok bireysel NF-Y alt birimi bulunmustur.
Ayrica, stoma iletkenligi, klorofil icerigi, yaprak sicakligi, solmanin azalmasi ve
fotosentezin siirdiiriilmesi dahil olmak tizere bir¢ok stresle iligkili parametrenin
onerdigi gibi, ortolog bir musir transkripsiyon faktorii ZmNFYB2 kuraklik
toleransinda rol oynamaktadir. PANFYB7'nin asir1 anlatimini kuraklik toleransini
tesvik eder ve Arabidopsis'te su kullanim verimliligini iyilestirir; bu da su eksikliginde
bile iiretimi artiran kurakliga dayanikli bitkilerin yetistirilmesindeki potansiyel roliinii

gosterir (Han ve ark., 2013; Sun ve ark., 2022).

Patateslerde StNF-YC9'u asir1 ifade etmek, kisa siireli kuraklik stresi altinda kok
uzunlugunu ve fotosentetik hizi artirmis ve su kaybi oranini azaltmistir. Uzun siireli
kuraklik stresi altinda, malondialdehit icerigi azalirken, prolin birikimi ve siiperoksit
dismutaz, katalaz ve peroksidaz dahil olmak iizere antioksidan enzimin aktivitesi

artmastir.

Zhang ve arkadaslarinin yaptiklar1 kuraklik stresi deneyinde iki yasinda tath
portakallar (Citrus sinensis) kullanilmigtir. Deneme 45 L'lik plastik saksilarda
yetistirilen bitkilerle sera kosullarinda gergeklestirilmis ve CSNF-YAS5'in su stresi
altinda yaprak ve kokte farkli roller oynadigi gosterilmistir. CSNF-YA5'in tiitiinde
asir1 ifade edilmesi, H20> {iretimini 6nemli 6l¢giide azaltmistir (Zhang ve ark., 2023).
NF-Y A5 transkriptleri, ABA'ya bagh bir sekilde kurakliga tepki olarak artmaktadir.
Ayrica, NF-YAS'in gen anlatiminin yiiksek oldugu bitkiler kurakliga dayanikliyken,
NFYAS mutantlar1 duyarli olarak tespit edilmistir (Sirirwardana ve ark., 2014).
Arabidopsis'te yapilan bir ¢alismada AINFYAS5, stoma agikliginin ve kuraklik
direncinin kontrol edilmesinde 6nemli oldugu bulunmustur. Hem transkripsiyonel hem
de transkripsiyon sonrasi seviyelerde kuraklik stresi tarafindan diizenlendigi
belirtilmistir. Bu ¢alismalar, NF-Y'nin bitkilerde stres tepkilerinde 6nemli bir rol

oynadigini gostermektedir (Li ve ark., 2008).

39



NF-YAS'in yaninda, diger NF-YA'nin asinn ifadesi YA2, A3, A7 ve Al0 gibi
genler de kurakliga karsi toleransi arttirmistir. Bu sonu¢ NF-Y alt birimlerinin stres
tepkilerinde ortlisen islevleri paylastigini géstermektedir (Zhao ve ark., 2017). 2015
yilinda yapilan c¢alismada 30 genin soya yapragi ve kok orneklerinde kuraklik
uygulamasina yanit verdigi bulunmustur. Bu genler arasinda NF-YA {iyelerinin
kurakliga daha duyarli oldugu goriilmektedir (Quach ve ark., 2015). Kuraklik stresine
ve endoplazmik retikulum (ER) stresine yanitin, NF-YAS ve NF-YBI1 ve ayrica NF-
YA4, NF-YB3 ve NF-YC2 aracilik ettigini Hackenberg ve ark., bildirilmistir. NF-Y,
transkripsiyon faktorii bZIP28 ile birlikte, CCAAT-box elemani ile kombinasyon
halinde endoplazmik retikulum strese duyarli eleman I'e (ERSE-I) baglanir
(Hackenberg ve ark., 2012). Tablo 2.2’de belirtildigi gibi Gma-miR169¢’nin
anlatimmin arttigi transgenik bitkilerde AtRD29A, AtRD22, AtGSTU25 ve
AtCOR15A seviyelerinin yabani tip bitkilerden daha diisiik oldugu gosterilmistir.
Strese duyarli genler AtINFTU25, AtCORI5A, AtRD29A ve AtRD22'nin transkript
seviyelerini, hedeflerinin AtNF-Y Al ve AtNF-YA5'in transkript seviyelerini azaltarak
negatif diizenleyici rol oynadigi, bunun transgenik Arabidopsis'te kuraklik stresine
kars1 toleransin azalmasina neden oldugu bulunmustur (Yu ve ark., 2019). NF-
YADS5'in asirt ifadesi, yaprak su kaybini azaltarak yabani tip bitkilere kiyasla kuraklik
stresine karsi direnci arttirmistir. NF-Y A5 mutantlar1 kuraklik stresine karsi daha
hassas olmakla birlikte NF-Y A5'in kuraklik stresi tepkilerini pozitif olarak diizenledigi
tespit edilmistir (Zhou ve ark.,, 2017). Arabidopsisve piring bitkileriyle
karsilastirildiginda, soya genomu daha biiyiiktiir ve 115 NF-Y geni ve 21 NF-YA iyesi
icermektedir. Bununla birlikte, yalnizca GmNFY A3 (Ni ve ark., 2013) ve GmNFYA5
(Ma ve ark., 2020b) islevsel olarak karakterize edilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda
GMNFYA3 ve GMmNFYAS5'inasiri anlatimi, bitkilere kuraklik toleransi
saglayabilmektedir. NF-YA ailesinin bir soya iiyesi olan GmMNFYAS5, kuraklik ve
ABA ile indiiklenmistir. GmNFYAS'in transkripsiyon seviyesi, kuraklik kosullari
altinda tim GmNFYA'lar arasinda en yiiksek olan NFYA ailesi iiyesi olarak
belirlenmistir. GmNFYAS5'in anlatimi yiiksek olan transgenik Arabidopsis ve soya
bitkileri hem ABA'ya bagimli hem de ABA'dan bagimsiz yolaklar yoluyla kuraklik
stresine kars1 gelismis tolerans gostermistir. ABA’ya bagimli genlerin (ABI2, ABI3,
NCED3, LEA3, RD29A, P5CS1, GmWRKY46, GmNCED2 ve GmbZIP1) ve
ABA'dan  bagimsiz  genlerin  (DREB1A, DREB2A, DREB2B, GmDREB1,
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GmDREB2 ve GmMDREB3), GmNFYAS gen anlatimi yiiksek olan transgenik
bitkilerde kuraklik stresi altindaki yabani tip bitkilerden daha yiiksek oldugu

ve GmMNFY A5 transkriptinin baskilanmasi ile zit sonuglar tirettigi saptanmistir (Ma ve

ark., 2020b).

Tablo 2. 2. Kuraklik stresinde rol oynayan NF-Y genleri

Gen Bitki Etki Mekanizmasi Referans
GmNF- Glycine max Kuraklik stresine kars1 toleransin Yu ve
YA16/YB2/YCl4 ve ABA'ya karsi duyarliligin ark.,2021
artmasi
AINF-YAS5 Arabidopsis thaliana Kuraklik direnci ve erken Live
embriyogenez ark.,2008
GmNFYAS5 Arabidopsis thaliana Kuraklik toleransi Ma ve
Glycine max ark.,2020b
NFYA1ve NFYA5  Arabidopsis thaliana miR169c aracili kuraklik stresi Yu ve
Glycine max yaniti ark.,2019
GmNFYAS3 Glycine max Kuraklik toleransi i¢in pozitif Ni ve
diizenleyici ark.,2013
GmNFYA13 Glycine max Kuraklik ve tuz toleransi Ma ve
ark.,2020a
NF-YB7 Populus Su kaybinin azalmasi ve ABA’ya Han ve
kars1 duyarliligin artmasi ark.,2013
AINF-YB1 Arabidopsis thaliana Kurakliga dayaniklilik Wenkel ve
(AtHAP3a) ark.,2006
GmNFYB-17 Glycine max Kok gelisimi ve kurakliga Sun ve
dayaniklilik ark.,2022
GmNFYAS muhtemelen promotorlere in vivo
baglanarak GmMDREB2 ve GmbZIP1'in transkript  bollugunu  diizenlemistir. Bu

calismada kullanilan tiim isaretleyici genlerin promotdrlerinde bir ila altt CCAAT cis-

etkili

element

tespit

edilmistir.

Transkripsiyonel
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deneyleri, GmMDREB2 ve GmbZIP1 promotérlerinin, LUC raportdr geninin in vivo
anlatimint arttirmak icin GmNFYAS ile baglandigin1 gostermistir. Sonuglar,
Arabidopsis ve soyada hem ABA'ya bagimli hem de ABA'dan bagimsiz yolaklar
araciligryla GmNFY A5 tarafindan kuraklik toleransinin diizenlenmesine iliskin daha
fazla bilgi vermektedir. Bu sebeple NF-YA transkripsiyon faktorlerinin, verim igin
ciddi tehdit olusturan abiyotik streslere karsi tolerans1 modiile etme islevi gordigi
ifade edilmektedir (Ma ve ark., 2020b). NF-Y kompleksi tarafindan yonetilen sinyal
yollar1 ve diizenleyici modeller hala tam olarak anlasilamamistir. NF-Y'lerin bitki
hormonlarina (oksin, sitokinin, etilen ve brassinolid) bagli yollardaki abiyotik strese
verdigi yanitlarin mekanizmalarini ve diger stres yanitlarindaki roliinii daha fazla

arastirilmasinin lizerinde durulmaktadir (Zhang ve ark., 2023).

Son caligmalar, NF-Y'lerin ABA sinyal yollarinin diizenlenmesinde kilit roller
oynadiginmi gostermistir. NF-Y'ler, kuraklik stresine ABA'ya bagli yanit olarak bilinen
ABA sentezini veya ABA sinyallerine yanit1 diizenlemede yer almaktadir (Kishor ve
ark., 2023). NF-Y, sadece ABA'ya bagimli yolu diizenleyerek degil, ayn1 zamanda
ABA'ya bagimli olmayan aktiviteyi de diizenleyerek, 6zellikle bitkinin fotosentetik
etkinligini iyilestirerek, antioksidan enzim aktivitesini artirarak ve aktif hidrojen
peroksit icerigini azaltarak bitkinin kurakliga kars1 toleransini arttirmaktadir (Ma ve
ark., 2020b; Zhang ve ark., 2023). NF-Y geninin ABA, tuz ve kuraklik stresleri
tarafindan indiiklenebildigini ve bu genlerin ABA'ya bagimli oldugu bu sebeple bazi
NF-Y'lerin ABA ile iligkili yollarda yer alabilecegini ortaya c¢ikarilmistir.
Physcomitrella patens, S. bicolor gibi gesitli bitkilerde ABA'ya bagimli ve bagimsiz
yolaklar yoluyla abiyotik strese yanit veren birkag NF-Y geni bulunmaktadir (Kishor
ve ark., 2023).

2.4, KURAKLIK STRESI ve TRANSKRIPTOMIK CALISMALAR

Bitkiler hareketsiz organizmalar oldugu i¢in degisen c¢evresel kosullara uyum
saglamak amaciyla gesitli stratejiler gelistirmislerdir. Bitkilerin strese karsi biyolojik
tepkileri, hiicre zarlarindaki, hiicre dongiisiindeki, hiicre boliinmesindeki,
metabolizmadaki degisiklikleri icermektedir. Molekiiler diizeyde, transkripsiyonel
diizenlemeden baglayarak mRNA, translasyon, protein modifikasyonu ve protein

tiretimine kadar gen ifadesindeki degisiklikler bulunmaktadir. Stresle iliskili
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transkripsiyonel diizenleme, stresli ¢evresel kosullara maruz kaldiginda bitkilerin
transkriptomunu degistirir. Transkripsiyonel olarak diizenlenen bu genler, sinyal
molekiilleri, transkripsiyon, translasyon, metabolizma ve strese yanit verme gibi farkl
islevlerde rol oynamaktadir. 'Om' eki, bu siireclerin genom, transkriptom, proteom
metabolomu ve fenom alanlar1 altinda incelenmesini ifade etmektedir. Son yillarda,
omik yaklagimlar, tarim1 yapilan bitkilerin biyolojisinin genetik ve molekiiler
temellerini incelemek igin tercih edilen bir strateji olarak ortaya ¢ikmustir (Haq ve ark.,
2024). Genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi c¢esitli omik
analizler, bitkilerin abiyotik streslere verdigi tepkiler hakkinda ¢aligmalarda siklikla
kullanilmaktadir (Basim ve ark., 2021). Omikler, karmasik biyolojik etkilesimlerine
(genotip x cevre) 151k tutarak stres caligsmalari igin bilgi edinilmesine katki saglamistir.
Omik yaklagimlar biyotik ve abiyotik stres direnciyle iliskili varsayimsal
genlerin/kantitatif 6zellik lokuslarinin (QTL'ler), dahil olan yollarin ve iiretilen ara
veya son proteinlerin ve metabolitlerin islevsel analizinin hizli bir sekilde
tanimlanmasini saglamaktadir (Bisht ve ark., 2023). Sekil 2.17’de belirtildigi gibi
cesitli kalitatif ve kantitatif 6zelliklerin genetik temelleri, gen ifadesi, genler, proteinler
ve metabolitler arasindaki karmagik etkilesimlerin fenotipi nasil etkiledigini agiklayan
mekanizmalar hakkinda anlayisimizin - gelistirilmesi  genomik, transkriptomik,
proteomik ve metabolomik gibi omik teknolojiler sayesinde olmustur. Genomik
teknolojiler genom capinda iligkilendirme (GWAS), tek niikleotit polimorfizmi (SNP),
genom dizileme gibi tekniklere dayanmaktadir. Transkriptomik teknolojiler ise RNA
genomik teknolojilerden farkli olarak sekanslama, microarray, gRT-PZR gibi
tekniklerle birlikte gen anlatimi hakkinda bilgi vermektedir. Proteomik teknolojiler bir
organizmanin hiicresinde, dokusunda veya organelinde protein ifadesini tanimlamak
ve analiz etmek icin kullanilmaktadir. Protein ifadesinin analizi i¢in 2-DE, LC-MS,

MALDI-TOF gibi tekniklerden faydalanilmaktadir (Haq ve ark., 2024).
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OMIiK TEKNOLOJILER
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Sekil 2. 17. Giiniimiizde kullanilan omik teknolojiler (Haq ve ark., 2024 referans alinarak
diizenlenmistir) GWAS: genom c¢apinda iliskilendirme, QTL: kantitatif karakter lokusu,
SNP: tek niikleotit polimorfizmi, RFLP: Restriksiyon Fragment Length
Polymorphism/Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi, qRT-PCR: Gergek zamanli
kantitatif revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu , EST: expressed sequence tags, 2-
DE: iki boyutlu jel elektroforezi, LC-MS: sivi kromatografisi- kiitle sprektrofotometresi,
MALDI-TOF:  Matriks-destekli  lazer  desorpsiyon/iyonizasyonu, GC-MS: Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi, NMR: Niikleer manyetik rezonans

2.4.1. RNA Dizilemesi

RNA dizilemesi (RNA-seq), yiikksek dogruluk ve diisiikk maliyete sahip yiiksek verimli
bir dizileme teknolojisidir. Bitkiler ile abiyotik stresler arasindaki etkilesimleri
degerlendirmek icin  bitkilerde gen ifadesi analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Xu ve ark., 2023). Teknolojik gelismeler ve azalan maliyetler
nedeniyle, RNA-seq analizi, bitkiler ve abiyotik stresler arasindaki etkilesimi
degerlendirmek igin en etkili yontemlerden biri haline gelmistir (Li ve ark., 2022b).
RNAseq, yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerini kullanarak bir organizmanin

mRNA transkriptlerini dizileme teknigidir.
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Dizileme maliyetleri 6nemli dl¢lide azalirken, yiiksek verimli dizileme teknolojileri
sayesinde dogruluk artmistir. RNAseq tekniginin genis genom kapsami saglamasina
yardimer olan yeni nesil dizileme teknolojilerine Roche 454, Nanopore, Pac Bio,
SOLID ve lllumina o6rnek olarak verilebilir. RNAseq, mevcut genler ve belirli
zamanlarda veya belirli kosullar altinda aktivasyonlar1 hakkinda ¢ok fazla bilgi verir.
Son 10 yilda yayinlanan makale sayisinin da gosterdigi gibi, NGS teknolojileri son
yillarda mikrodiziye gore RNAseq'i gelistirmistir (Haq ve ark., 2024). Dizileme
okumalarinin Illumina/Solexa platformu kullanilarak tiretilmesi giliniimiizde daha ¢ok
tercih edilmektedir. Illumina/Solexa dizilemeye dayali Dijital Gen ifade Etiketi profili
(DGE) teknolojisi, gen ifadesindeki degisiklikleri kapsamli, ekonomik ve hizli bir
sekilde tespit etmek i¢in kullanilabilir (Chen ve ark., 2013). lllumina/Solexa
dizilemeye dayali DGE teknolojisi, gen ifadesindeki degisiklikleri kapsamli,
ekonomik ve hizli bir sekilde tespit etmek icin kullanilmaktadir (Feng ve ark., 2010;
Chen ve ark., 2013).

Transkriptomik analize dayanarak, kuraklik stresiyle iligkili bitkilerde WRKY, MYB
ve DREB, AP2/ERF bZIP ve NAC dahil olmak iizere birgok TF tespit edilmistir. Ek
olarak, KEGG analizine gore kuraklik stresi altinda mitogenle aktive olan protein
kinaz (MAPK) sinyal yolu ve Ca2 * sinyal yolunun rol oynadigi bulunmustur (Zhao
ve ark., 2020; Liu ve ark., 2022). 2018 yilinda soyada kuraklik stresinin etkisini
anlasilmas1 amaciyla gergeklestirilen transkriptomik ¢alismada en az iki kat degisiklik
gosteren toplam 2771 genden, 1798 genin anlatimin arttig1 ve 973 genin anlatiminin
azaldig1 bulunmustur. KEGG analizi yoluyla, bu genlerin ABA biyogenezi, sekonder
metabolit sentezi, bitki transkripsiyon faktorleri dahil olmak {izere birden fazla
molekiiler siirecte rol oynadig: tespit edilmistir. Cok sayida farkli sekilde ifade edilen
gen ve cesitli yollar, soyanin kuraklik stresi ile basa ¢ikmak icin karmasik

mekanizmalar kullandigin1 gostermektedir (Xu ve ark., 2018).

Li ve ark., tarafindan 2022b yilinda gerceklestirilen ¢alismada ¢igeklenme agamasinda
t¢ farklh seviyede kuraklik stresine maruz kalan soya bitkisinin tepki mekanizmasi
arastirtlmistir. Fizyolojik, transkriptomik ve WGCNA (Weighted gene co-expression
network analysis) analizleri ger¢eklestirilmis ve kuraklik stresi altindaki soyada TF'ler

ve potansiyel gen yollar1 tanimlanmustir.
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Ug farkli kuraklik stresinde sirasiyla toplam 2214, 3684 ve 2985 diferansiyel olarak
anlatim yapan gen (DEG) RNA-seq ile tanimlanmistir. WGCNA ile birlikte WRKY
(Glyma.15G021900 ve Glyma.15G006800), MYB (Glyma.15G190100 ve
Glyma.15G237900) ve bZIP (Glyma.15G114800) gibi soyada kuraklik direncini
diizenleyebilen kurakliga yanit TF'leri belirlenmistir (Li ve ark., 2022b).

Fizyolojik, transkriptomik ve WGCNA analizleri sonucunda kuraklik stresi altindaki
soya bitkisindeki TF’leri ve bu siiregte rol oynayan yolaklar belirlenmistir. Bunlar
antioksidan genlerin, hormonal sinyal yollarinin, Glyma.08G176300 (NCED1),
Glyma.03G222600 (SDR), Glyma.02G048400 (F3H), Glyma.14G221200 (CAD),
Glyma.14G205200 (C4H) ve Glyma.19G105100 (CHS), Glyma.07G266200 (VTC5-
2) ve Glyma.15G251500 (GST) genlerinin aktivasyonu araciligiyla kuraklik stresi ile
basa c¢ikmak icin MDA birikimi, SOD ve CAT aktiviteleri ile yanit verdigi
belirlenmistir (Li ve ark., 2022b).Onceki transkriptomik c¢alismalar, kuraklik
tepkilerinde yer alan gen kiimeleri acisindan zenginlestirilmis gen ontoloji yolaklarini
tanimlamig olsa da, bireysel genlerin kuraklik toleransini arttirmadaki islevini
dogrulamamistir. Soyada kurakliga toleransa aracilik eden molekiiler modiilleri
arastirmak i¢in daha kapsamli biyolojik o6rneklerden elde edilen transkriptomik
kaynaklara ihtiya¢ vardir. Bu tiir kaynaklar, kurakliga, ozellikle de tohum
¢imlenmesinden sonra uzun siireli kuru doneme maruz kalmaya dayanikli, yiiksek
verimli soya fasulyesi gesitlerinin gelistirilmesine yardimci olmasi beklenmektedir
(Yang ve ark., 2023). Bu tez kapsaminda farkl1 soya bitkilerinin (Ustiin-1 ve Ataem-
07) ve bu bitkilere ait mutantlarin (101-15 ve 150-43) kuraklik stresine verdikleri
yanitlarin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Bu ¢alismada
soya bitkisine ait kuraklik ile ilgili NFYAS transkripsiyon faktorii ele alinarak hedef
gen etkilesimlerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmaktadir. NFYAS transkripsiyon
faktorlinlin etkiledigi ABA bagimli ya da bagimsiz yollardaki genlerin bitki stres
cevabindaki rolleri aydinlatilmaya calisilacaktir. Calismanin sonucunda, ¢evresel stres
faktorlerine kars1 dayanikliliga sahip gesitlerin gelistirilmesi i¢in kullanilacak mutant
hatlarin kurakliga kars1 stres cevaplarinin aydinlatilmasi ve iligkili 6zelliklerin agiga

cikarilmasi ile 1slah programina katki saglanmas1 amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL - METOT

3.1. BITKI MATERYALLERININ YETIiSTIRILMESI VE KURAKLIK
STRES UYGULAMALARI

Bu ¢alismada deneysel materyal olarak T.C. Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvari’nda TAGEM projesi kapsaminda elde
edilmis Ataem-07, S04-05 (Ustiin-1) ve mutant (150-43 ve 101-15) soya bitkileri
kullanilmistir. Mutant bitkiler Cs-137 gama radyasyonu kaynaginda 150, 200 ve 250
Gy gama radyasyonu ile 1sinlanmistir. Isinlama sonrast hem in vitro hem in vivo tuz
ve kuraklik toleranslilik seleksiyonlar1 tamamlanmistir. M4 generasyonuna ve takip
eden generasyonlara ait tohum iiretimi, Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Bolimii’nde gergeklestirilmistir (Atak ve ark., 2024).

Bu tez kapsaminda 6. generasyon (M6) kurakliga toleransli soya (Glycine max)
mutantlar1 (Ataem 150-43, S04-05-101-15) ve kokenlendigi anag bitkiler (Ataem-07,
S04-05) toprak igeren plastik kaplarda her kapta 30’ar bitki olacak sekilde 3 tekrarli
olarak optimum kosullarda altinda (16 giindiiz/8 gece saatlik fotoperiyot, 18-28 °C) 14
giin boyunca bitki biiyiime odasinda yetistirildi (Ning ve ark., 2017, Yu ve ark., 2019,
Ma ve ark.,2020b). 14 giiniin sonunda bitkiler sudan kesilme yoluyla 14 giin boyunca
kuraklik stresine maruz birakildi. Kuraklik stresi ardindan bitkilere belirli miktarda su
verilerek yeniden sulandi (Yu ver ark., 2019). Yeniden su uygulamasindan 24 saat
sonra kuraklik stresi ve yeniden sulamanin bitkilerde neden oldugu degisiklikleri
belirlemek amaciyla yaprak 6rnekleri alinip analizler gergeklestirildi (Quach ve ark.,
2015; Ning ve ark., 2017; Ma ve ark., 2020b). Analizler, her alt gruba ait kaplardan
rastgele secilen bitkilerin ti¢lii yapraklarinin (V1, V2 ve V3) bulk yapilmasi ile 3
tekrarli olarak gergeklestirildi.

Bitkilerin gelisimleri her ii¢ giinde bir gézlemlendi. Tiim bitkilerin boy ve kok
uzunluklar1 Ol¢iildii. Hasat edilen bitki materyali analiz Oncesi -86 °C derin
dondurucuda muhafaza edildi. RNA izolasyonlar1 kaliteli RNA elde edilebilmesi i¢in

hasat giinii taze yapraklardan gerceklestirildi.
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Tablo 3. 1. Tezde kullanilan soya ¢esitleri ve mutantlara ait uygulamalar

Soya Cesitleri ve Mutantlar: Uygulamalar
Ustiin Kontrol (UC)
S04-05 (Ustiin-1) Ustiin Kuraklik (UD)

Ustiin Yeniden Sulama (URW)

101-15 Kontrol (101-15C)
101-15 101-15 Kuraklik (101-15D)

101-15 Yeniden Sulama (101-15RW)

Ataem Kontrol (AC)
Ataem-07 Ataem Kuraklik (AD)

Ataem Yeniden Sulama (ARW)

150-43 Kontrol (150-43C)
150-43 150-43 Kuraklik (150-43D)

150-43 Yeniden Sulama (150-43RW)

3.2. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Bu tez kapsaminda seg¢ilen anag¢ ve mutant soya bitkilerinin kuraklik stresine verdikleri
biyokimyasal cevaplar1 ve yeniden sulamanin kuraklik stresindeki bitkilerde neden
oldugu biyokimyasal diizeydeki degisiklileri géstermek i¢in Malondialdehit (MDA),
fotosentetik pigment (klorofil A, klorofil B ve total klorofil) ve prolin analizleri

yapildi.

3.2.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

Oksidatif stres sonucu olusan bir lipit peroksidasyon iiriinii olan malondialdehit
(MDA) igerigi, tiyobarbitiirik asit ve trikloroasetikasit reaktif maddeleri kullanilarak
belirlendi (Xing ve ark., 2023, Ma ve ark., 2020b). V1, V2 ve V3 iiglii yapraklarinin
bulk yapilmasi ile yaklasik 0,1 g yaprak 6rnegi 1 ml dH20 ile havanda homojenize
edilen 6rnek 2 mI’lik santrifiij tlipline aktarildi. Taze olarak hazirlanan 30 ml % 10’luk
trikloroasetik asit (TCA, Sigma, T6399500G) ve %0,5’1lik tiyobarbitiirik asit (TBA,
Sigma, 5500) karisimindan 1 ml alinarak havanda kalan 6rnek yikama yapilarak tiipte

bulunan 6rnegin iistiine aktarildi. Daha sonra 6rneklerin tamami1 TCA-TBA tamponu
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ile 2 ml’e tamamlanip yavasca alt iist edildi. 95 °C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra
ornekler buza alinarak reaksiyon durduruldu. Daha sonra 6rnekler 4 °C’de 10.000x
g’de 30 dakika santrifiij edilerek siipernatant yeni tiipe aktarildi. Yeni tiipe alinan
orneklerin 532 ve 600 nm'de absorbans degerleri spektrofotometrede (Implen NP80)
olgiildii. Olgiilen veriler pmol MDA / (gxTA) cinsinden hesaplanarak analiz
tamamlandi. Olgiimler 3 biyolojik ve 3 teknik tekrar ile gerceklestirildi (Lv ve ark.,
2007; Liu ve ark., 2013; Ma ve ark., 2020D).

3.2.2. Fotosentetik Pigment Analizi

Kuraklik stresinin ve yeniden sulamanin fotosentetik pigment konsantrasyonlari
tizerindeki etkisinin saptanmasi i¢in kontrol ve mutant bitkilerde klorofil tayini
gerceklestirildi. Uclii yapraklarin (V1, V2 ve V3) bulk yapilmast ile elde edilen 0,1 g
yaprak ornegi s1vi azot yardimi ile havanda toz hale getirildikten sonra % 80’lik (v/v)
soguk aseton (Merck, 100014) ile ezildi. Homojenatlar buzda 20 dakika bekletildikten
sonra 15 dakika boyunca 10.000x g’de santrifiij gerceklestirildi. Santrifiijden sonra
siipernatant kisimlar1 yeni tiipe aktarildi. Ornekler 470, 645 ve 663 nm dalga
boylarinda kor ornek (blank) olarak % 80’lik soguk aseton kullanilarak olgtildii.
Fotosentetik pigment konsantrasyonlar1 asagidaki denklemlere goére hesaplanarak
ug/gxTA cinsinden ifade edildi. Olgiimler 3 biyolojik ve 3 teknik tekrar ile
gerceklestirildi. Klorofil konsantrasyon hesaplamalari asagida belirtilen formiile gore

hesapland: (Qiu ve ark., 2013).
Klorofil a konsantrasyonu (mg / g x taze agirlik) = 12,7 X A663-2,69 X A645
Klorofil b konsantrasyonu (mg / g x taze agirlik) = 22,9 x A647-4,68 X A663

Toplam Klorofil (mg/g x taze agirlik) = 20,2 x A645+8,02 x A663

3.2.3. Prolin Analizi

Ataem-07 ve Ustiin-1 soya ¢esitleri ve bu gesitlere ait mutantlarin kuraklik stresi ve
yeniden sulama uygulamasina yanit olarak koruyucu bir osmoprotektan olan prolin
birikim seviyelerinin tespiti Bates ve ark.,1973’e gore gerceklestirildi. Bu deney igin
bitkilere ait V1, V2 ve V3 {iglii yapraklariin bulk yapilmasi ile 0,1 g yaprak 6rnegi
havan iginde % 3’liik (v/w) siilfosalisilik asit (Merck, 800691) yardimiyla homojenize
edildi. Ornekler 10.000x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden ¢ikan 6rneklerin
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slipernatantlar1 cam tiiplere aktarildi. Siipernatantlarin iistline 2 ml asetik asit
(Merck,100063) ve 2 ml ninhidrin (Merck, 10676200100) soliisyonu eklenerek
reaksiyon i¢in 100 °C’de 1 saat inkiibe edildi. 1 saatin sonunda reaksiyonun
sonlandirilmasi i¢in tiipler buza alindi. Daha sonra tiiplerin her birine 4 ml toluen
(Merck,108325) eklenerek prolin  konsantrasyon olgiimleri 520 nm’de
spektrofotometrik olarak saptand. Olgiim sonuglari standart kalibrasyon egrisine gére
umol/g TA cinsinden verildi. Olgiimler 3 biyolojik ve 3 teknik tekrar ile
gerceklestirildi (Nguyen ve ark., 2019).

3.3. RNA EKSTRAKSIYONU VE cDNA SENTEZI

RNA izolasyonu i¢in kullanilacak cam ve seramik malzemelere 180°C’de 180 dakika
sterilizasyon gergeklestirildi. Kullanilacak pipet uglari ve tlipler iki kere
otoklavlanarak kullanildi. RNA izolasyonlar kaliteli RNA elde edilebilmesi i¢in hasat
glinii taze yapraklardan gergeklestirildi. Analizler, her alt gruba ait kaplardan rastgele
secilen bitkilerin tiglii yapraklarmin (V1, V2 ve V3) bulk yapilmast ile 3 tekrarli olarak
gerceklestirildi.

Total RNA izolasyonu Trizol (Invitrogen,15596026) kullanilarak gergeklestirildi. 0,1
gram yaprak sivi azot yardimiyla toz haline gelene kadar ezildi. Ezilen 6rnek santrifiij
tiipiine alindiktan sonra itizerine 1 ml Trizol eklendi. Tiip yavasca alt-iist edilerek
ornegin homojenize olmasi saglandi. Ornekler 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra 200 pl kloroform (Merck, 1024454000) eklenip 20 saniye boyunca yavasga alt
tist edildikten sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 15 dakika 12.000x g 4
°C’de santrifiij gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi iist faz yeni bir santrifiij tiipiine
aktarilip o6rneklere 1:1 oranda izopropanol (Merck, 109634) eklenip yavasca alt {ist
edildi. Ornekler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 15 dakika 12.000x
g 4 °C’de santrifiij gerceklestirildi. Ornekler, siipernatant uzaklastirilip 1 ml %70’lik
Etanol (Merck, 100983) ile pellet yerinden kalkana kadar hafifce alt tist edildi. 5 dakika
7.500x g 4 °C’de santrifiij gerceklestirilip siipernatant uzaklastirilarak tiip ters bir
sekilde kurumaya birakildi. Son olarak 30 ul Rnaz igermeyen su (RNaz-free water)
eklenerek ekstraksiyon tamamlandi. Toplam RNA'nin konsantrasyonu ve safligi
(A260/280), bir NanoDrop spektrofotometre (Implen NP80) ile olgiildii (Tablo 3.2).
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Tablo 3. 2. RNA Izolasyonlarma ait Konsantrasyon-Saflik Grafigi

Ornek ismi Konsantrasyon (ng/pl) Saflik (A260/280)
Ustiin-1 Kontrol 1.Tekrar 458,08 1,95
101-15 Kontrol 1. Tekrar 270,36 1,88
Ataem-07 Kontrol 1.Tekrar 494,08 1,83
150-43 Kontrol 1.Tekrar 187,16 1,84
Ustiin-1 Kuraklik 1.Tekrar 168,16 1,77
101-15 Kuraklik 1.Tekrar 127,80 1,87
Ataem-07 Kurakhk 1.Tekrar 186,92 1,89
150-43 Kuraklik 1.Tekrar 178,72 1,82
Ustiin-1  Yeniden Sulama 459,68 2,06
1.Tekrar

101-15 Yeniden Sulama 310,96 1,94
1.Tekrar

Ataem-07 Yeniden Sulama 7604 2,05
1.Tekrar

150-43  Yeniden Sulama 841,0 2,12
1.Tekrar

Ustiin-1 Kontrol 2. Tekrar 311,80 2,0
101-15 Kontrol 2. Tekrar 572,20 1,98
Ataem-07 Kontrol 2. Tekrar ~ 532,68 1,90
150-43 Kontrol 2. Tekrar 181,20 1,88
Ustiin-1 Kurakhk 2.Tekrar 212,80 1,95
101-15 Kuraklhik 2.Tekrar 84,00 1,89
Ataem-07 Kurakhk 2.Tekrar 244,88 1,88
150-43 Kuraklik 2.Tekrar 196,40 1,84
Ustiin-1  Yeniden Sulama 89,56 1,92
2.Tekrar

101-15 Yeniden Sulama 204,2 1,83
2.Tekrar

Ataem-07 Yeniden Sulama 465,04 2,09
2.Tekrar

150-43  Yeniden Sulama 85,60 1,81
2.Tekrar
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Tablo 3. 3. RNA Izolasyonlarima ait Konsantrasyon-Saflik Grafigi(devami)

Ustiin-1 Kuraklik 3.Tekrar 584,28 2,05
101-15 Kuraklik 3.Tekrar 423,67 1,93
Ataem-07 Kurakhk 3.Tekrar 274,76 1,99
150-43 Kuraklik 3.Tekrar 465,23 1,89
Ustiin-1  Yeniden Sulama 552,64 2,02
3.Tekrar

101-15 Yeniden Sulama 400,01 1,92
3.Tekrar

Ataem-07 Yeniden Sulama 346,93 1,95
3.Tekrar

150-43  Yeniden Sulama 393,34 2,01
3.Tekrar

Ustiin-1 Kontrol 3. Tekrar 294,08 1,95
101-15 Kontrol 3. Tekrar 416,80 1,92
Ataem-07 Kontrol 3.Tekrar 574,08 1,94
150-43 Kontrol 3. Tekrar 392,6 1,72

Daha sonra RNA oOrneklerinin agaroz jel elektroforezinde kalitatif analizleri
gerceklestirildi (Kulcheski ve ark., 2011; Shen ve ark., 2022). Ornekler 6x Loading
Dye (Thermo Scientific™ 6X DNA Loading Dye) ile karistirilarak kuyulara yiiklendi.
Tiim RNA oOrnekleri %1°lik agaroz jelde 1xTBE tamponunda 40 dakika boyunca
yuriitiildii. Marker olarak Thermo Scientific™ GeneRuler 1 kb DNA Ladder
kullanildi. ¢cDNA’lar, iScript cDNA Kit (BioRad,1708891) protokolii kullanilarak
sentezlendi. Sentez igin her tiip 4 pL 5X iScript reaksiyon karigimi + 1 pL iScript
reverse transkriptaz +1 pL RNA + 14 pL niikleaz igermeyen su (nuclease free water)
olacak sekilde hazirlandi. Elde edilen cDNA’lar qRT-PZR i¢in 100 ng’a sulandirilarak
kullanildi (Ni ve ark., 2013; Quach ve ark., 2015; Xing ve ark., 2023). cDNA sentezi

icin amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.3’te verilmistir.
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Tablo 3. 4. cDNA sentezi i¢in kullanilan amplifikasyon kosullari

Sicaklik (°C) Siire (dk)
Priming 25°C 5
Reverse Transkriptasyon 46 °C 20
Inaktivasyon 95°C 1

3.4. GMNFYA5 ANLATIMININ gRT-PZR ILE SAPTANMASI

Soya NF-YAS hedef gen bolgeleri NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)’dan
elde  edildi. Hedef gene 06zgli  primerler NCBI  Primer  Blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ile tasarlandi. Ayrica primerlerin
Ozgiinligii yine NCBI Primer Blast programi ile analiz edildi. Primerlerin dimer
yapma olasiliklar Thermo Multiple Primer Analyzer
(https://www.thermofisher.com/tr/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-
biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-
library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html) ile kontrol edildi.
Housekeeping gen olarak EIflb segildi. Tiim primerlere ait diziler Tablo 3.4’te

belirtilmistir.

Tablo 3. 5. GmMNFYAS5 Anlatimi i¢in q-RT-PZR’da Kullanilan Primerler

Gen Primer Dizisi Uriin Boyutu
F:5-ACATGCAGGGTTATTCCGCA -3’ 126 bp
NFYAS5 R: 5 CTCCAACAGAGCGTGAAGA-3’
F: 5°-CTGCCACACTTCAATCGCAC -3’ 198 bp
Elflb R: 5’- TCGTACCACTTGGCAGCATT-3’

3.4.1. Gradient PZR

Hedef gen bolgelerine ait tasarlanan primerlerin qRT-PZR o6ncesi baglanma
sicakliklariin belirlenmesi amaciyla Thermo Master Mix 2x (Thermo, K0172) ile
gradient PZR gergeklestirildi. PZR bilesenleri son hacim 20 uL olacak sekilde 10 uLL
Master Mix +0,5 uL forward primer (10 pM) +0,5 pL (10 uM) reverse primer 8 pL
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niikleaz icermeyen su + 1 uLL. cDNA (100 ng) olacak sekilde hazirlandi. Gradient PZR
icin kullanilan amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.5’te belirtilmistir.

Tablo 3. 6. Gradient PZR amplifikasyon kosullart

Sicaklik Siire Dongii
ik denatiirasyon 95 °C 3dk 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Primer Baglanma 55-55.5-57-59-60.4-61 20 sn 30
°C
Uzama 72°C 25sn
Son uzama 72°C 10 dk 1

3.4.2.gRT- PZR

Gen anlatim diizeylerini 6l¢mek i¢in qRT-PZR amplifikasyonu, IQ™ SYBR® Green
Super Mix (BioRad,1708880) kullanilarak CFX Connect Bio-Rad Real-Time PCR
System ile 96 oluklu plakada gergeklestirildi. QRT-PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan
kosullar Tablo 3.6’da belirtilmistir. Tiim reaksiyonlar ii¢ tekrarli olacak sekilde
gerceklestirildi. ElIflb geninin referans gen olarak kullanilmasi ile normalizasyon
gergeklestirildi ve hedef gen anlatim diizeyindeki degisimler rolatif olarak delta-delta
Ct metoduna (Pfaffl) gore belirlendi (Li ve ark., 2008; Ni ve ark., 2013; Quach ve ark.,
2015; Ning ve ark.,2017; Shen ve ark., 2022).

Tablo 3. 7. gRT-PZR amplifikasyon kosullar

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
IIk Denatiirasyon 95 °C 3dk 1
Denatiirasyon 95 °C 10 sn
Primer Baglanma ve 59 °C 30sn 39
Plate Okuma
Melt Curve 55-95 °C arasinda her 5 1

saniyede 0,5 °C artig
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3.5. mMRNA SEKANSLAMA

Transkriptom analizi Gen Era Diagnostik tarafindan gerceklestirilmistir. izole edilmis
RNA materyaline ait kalite kontrol islemlerinde florometrik ve kapiler elektroforez
yontemleri kullanilarak, miktar, saflik ve yapisal biitiinliikk tayini yapilmistir.
Olgiimlerde Qubit 3 florometresi (Thermo Fisher, ABD, #Q33216) ve 2100
Bioanalyzer (Agilent, ABD, #G2939BA) veya alternatif olarak 4200 TapeStation
(Agilent, ABD, #G2991BA) kullanilmistir. RNA o6rnekleri, cDNA kitapliklarinin
olusturulmas1 igin hazirlanmistir. Izole edilmis RNA materyalinin kiitiiphane
hazirhiginda, Illumina Stranded mRNA Prep kiti (Illumina, ABD, #20040534)
kullanilmistir. Kit, tiim RNA i¢indeki hedeflenen mRNA’larin poly-A kuyruklarindan
yakalanmasi, rastgele parcalanmasi ve ardindan birincil ve ikincil cDNA zincirlerinin
olusturulmas1 esasina dayanmaktadir. Kiitliphane hazirlik siirecinde sirasiyla,
yakalama, par¢alama, mRNA piirifikasyonu, cDNA sentezi, index-barkod dizilerinin
eklenmesi ve pirifikasyon islemleri gerceklestirilmistir. Dizileme ¢aligmasinda
[llumina NovaSeq 6000 yeni nesil dizileme platformu kullanilmigtir. Bu basamakta
ornek basi ortalama 20 milyon adet 150 bp uzunlukta ¢ift yonlii (paired-end) okuma
elde edilmesi planlanmistir. Kiitiiphane 6l¢iimii, seyreltme ve ylikleme islemleri

gerceklestirilmistir (Yoav ve Hochberg, 1995; Bolger ve ark., 2014).

Kuraklik stresi altinda soya bitkilerinin diferansiyel olarak anlatim yapan genleri
(DEG'ler) daha 1iyi tespit etmek i¢in, tarama kriterleri olarak 0,01'den diisiik bir yanlis
kesif oran1 (False discovery rate, FDR) ve 2'den az olmayan kat degisimi (Fold change,
FC) kullanilmistir. Ornekler arasindaki DEG'ler, Gen Ontolojisi (Gene ontology, GO)
fonksiyonel zenginlestirme analizine, Ortolog Gen Kiimelerinin Siniflandirilmasina
(Cluster of orthologous genes, COG) siniflandirmasina ve Kyoto Genler ve Genomlar
Ansiklopedisi (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG) ek agiklamasina
uygun olarak degerlendirilmistir. Genlerin fonksiyonlart GO veri tabanindan elde
edilmistir. Tiim molekiiler yolaklarin analizi KEGG tarafindan gergeklestirilmistir (Yu
ve ark., 2020; Li ve ark., 2022a).
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3.6. RNA DIiZILEME SONRASI VERI SETLERININ OLUSTURULMASI VE
RNASTAR iLE ANLATIM NORMALIZASYONU

Dizileme islemi sonrasinda, elde edilen okuma verilerinin kalite kontrolii
amaciyla FastQC kalite kontrol araci kullanilmigtir. Kalite kontrol sonuglarina gore
her bir 6rnegin, veri miktarlari, okuma kaliteleri, GC dagilimlari, k-mer dagilimlari,
olast adaptor kontaminasyonlari incelenmistir. Dizileme siirecinde, ham okuma
verilerindeki  diisilk  kalitedeki baz okumalar1 ve olasi adaptor-indeks
kontaminasyonlar1 sonraki analiz basamaklarinda sapmalara neden olmamasi igin,
okumalardan kirpilmistir. Kalite degerlerine gore kirpma islemleri i¢in Trimmomatic
(v0.39) araci kullanilmigtir (Bolger ve ark., 2014). Kirpma sonrasinda eldeki diziler,
[llumina DRAGEN Bio-IT platformu ve RNA Pipeline is akis1 kullanilarak analiz
edilmistir (Robinson ve ark., 2010). RNAseq okumalari, segilen genoma kirpilma
bolgeleri dikkate alinarak (splice-aware) hizalanmistir. Bu uygulamada referans
genom olarak ilgili organizmanin giincel referans genomu (Glycine_max_v2.1)
kullanilmistir. Hizalama sonrasi anotasyonunda’ gen, ekzon ve transkript bilgileri icin
ilgili veriseti kullanilmistir. Bu islem sonrasinda her bir transkript tizerindeki okuma
sayilar1 hesaplanmis ve ardindan ilgili transkriptin uzunluguna gore normalize edilerek
RPK (Reads per Kilobase) degerleri elde edilmistir. Bu degerler ardindan toplam
okuma sayisina gore tekrar normalize edilerek TPM (Transcripts Per Million)
degerleri ¢ikarilmistir. Normalizasyon sonrasinda, gruplar arasi anlatimi degisen
genleri (Differentially Expressed Genes) belirlemek i¢in R paketi (Robinson ve ark.,
2010) ve Quasi-Likelihood modeli kullanilmistir. Gen ontoloji analizinde TopGO
paketi (Alexa ve Rahnenfuhrer, 2021) ve Kolmogorov-Smirnov (KS) istatistiksel testi
kullanilmistir. Yolak analizlerinde clusterProfiler paketi kullanilmistir (Yu ve ark.,
2012). Grup i¢i ve gruplar arast istatistiksel karsilagtirma galigmalarinin diizenlenmesi,
veri gorsellestirme uygulamalar1 ve rapor olusturulmasinda R betikleri kullanilmistir.
Hizmet alimi kapsaminda genoma hizalama sonrasinda, her bir transkriptom
elemanina (gen veya ekzon) kag¢ adet okuma diistiigii hesaplanmistir. Her bir gen ve
ekzon i¢in okuma sayilarini igeren bu veri seti, anlatim gdsteren ve gdstermeyen

genlerin bir karigimini igermektedir.

" Genlerin yeri ve roliiniin belirlenmesi
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Bu karigim igerisinde bazi genler, drneklerin biiyiik bir kisminda ¢ok diisiik oranda
anlatima sahip olabilir veya hi¢ anlatim gdstermeyebilir. Ileri analizleri etkilememesi

amaciyla bu veriler, veri setinden ¢ikarilmistir.

3.7. GMNFYA5 ILE iLiSKiLi HEM ABA BAGIMLI HEM DE ABA
BAGIMSIZ SINYAL YOLLARINDA GOREV ALAN GENLERIN ANLATIM
PROFILLERINiN BELIRLENMESI

Her bir genin anlatimiin belirlenebilmesi i¢in per million birimi kullanilarak gen
anlatim profilleri hesaplanmistir. Kuraklik stresi altinda soya bitkilerinin gen anlatim
profillerinin karsilastirmasi i¢in diferansiyel anlatim analizi kullanilarak istatistiksel
analizler sonucu p degerleri hesaplanmistir. Genlerin fonksiyonlar1 GO veritabanindan
elde edilmistir. NFYAS ile iliskili ABA bagimli ve ABA bagimsiz sinyal yollarinda
gorev alan genlerin etkilesimleri KEGG ile belirlenmistir (Li ve ark., 2022a).

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Soya bitkilerine ait kontrol, kuraklik ve yeniden sulama gruplariin bitki gelisimleri,
fizyolojik ve biyokimyasal veriler ile gen anlatim diizeyleri Graphpad PRISM 8
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Programda tek yonli ANOVA test
yapilmis ve standart sapmalar Brown-Forsythe ve Welch ANOVA test kullanilarak
hesapland: (Qiu ve ark., 2013; Li ve ark., 2022b).
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4. SONUCLAR

4.1. BITKIi MATERYALLERININ YETISTIRILMESI VE KURAKLIK STRES
UYGULAMALARI

6. generasyon (M6) soya (Glycine max) mutantlar1 (Ataem 150-43, S04-05-101-15) ve
anag bitkileri (Ataem-07, Ustiin-1) 14 giin boyunca optimum kosullarda (16 giindiiz/8
gece saatlik fotoperiyot, 18-28 °C) yetistirildi. Sekil 4.1°de ekimden sonra 14. giindeki

bitki gelisimleri gosterilmistir.

ATAEM-07 KONTROL 150-43 KONTROL USTUN KONTROL  101-15 KONTROL

¢

§ }

Sekil 4. 1. 14 giinliik Ataem/150-43/Ustiin/101-15 bitki gelisimi. Soldan saga Ataem/150-
43/Ustiin/101-15 soya bitkileri

T.C. Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Bitki
Biyoteknolojisi laboratuvarinda gelistirilen 4.generasyonda (M4) tuzluluga ve
kurakliga kars1 dayanikligi oldugu tespit edilen mutantlarin kuraklik stresine verdikleri
yanitlarin arastirilmasi igin gergeklestirilen bu ¢alismada Sekil 4.2°de gosterildigi gibi
stres uygulanan tiim deney gruplarindaki bitkilerde 10. giin sonunda kotiledonlarin
yani sira ikili yapraklarda da solma ve sararmalar gézlemlenmistir. Kontrol grubuna

ait bitkilerde solma ve sararma meydana gelmemistir.
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Sekil 4. 2. 10 giinliik kuraklik stresine Ataem ve Ustiin kontrol bitkileri ve mutantlarinin
cevaplar1 A) Soldan saga sirastyla Ustiin Kontrol/Ustiin Kuraklik ve 101-15 Kontrol/ 101-
15 Kuraklik soya bitkileri B) Soldan saga sirasiyla Ataem-07 Kontrol/Ataem-07 Kuraklik
ve 150-43 Kontrol/150-43 Kuraklik soya bitkileri

Sekil 4.3’te gosterildigi gibi 14 giinliik kuraklik stresi uygulamasi sonucunda stres
uygulanan bitki gruplarinin tiimiinde stres uygulanmayan kontrollerine kiyasla boy
gelisimlerinde azalma gdzlemlenmistir. Ayni1 zamanda stres uygulamasi sonucu V1-
V2 il yapraklar dahil olmak iizere tiim yapraklarda stresin fizyolojik etkisi
gozlemlendi. Kuraklik stresi uygulanan bitkilerin yapraklarinda sararmalarin yani sira
su kaybinin etkisiyle kivrilmalar gbézlemlenmistir. Kontrol grubuna ait bitkilerin
yapraklarinda herhangi bir sararma ve kivrilma gézlemlenemezken kuraklik stresi

bitkilerine kiyasla daha genis yaprak alanina sahiplerdi.
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Sekil 4. 3. 14 giinliik kuraklik stresine Ataem ve Ustiin kontrol bitkileri ve mutantlarinin
cevaplar1 A) Soldan saga sirasiyla Ustiin Kontrol/Ustiin Kuraklik ve 101-15 Kontrol/ 101-
15 Kuraklik soya bitkileri B) Soldan saga sirasiyla Ataem-07 Kontrol/Ataem-07 Kuraklik ve
150-43 Kontrol/150-43 Kuraklik soya bitkileri

14 giinliik kuraklik stresi uygulamasi sonucunda bitkilerin kuraklik stresinden
kurtularak 1iyilesme yeteneklerinin degerlendirilmesi amaciyla yeniden sulama
uygulamasi gergeklestirilmistir. Kuraklik stresine maruz kalan Ustiin ve mutant: olan
101-15 bitkilerinin boy uzunluklar1 kontrol grubu bitkilerine kiyasla oldukg¢a kisaydi.
Yapraklar kuraklik stresi etkisiyle beraber sararmis ve kivrilmigti. Yeniden sulama
uygulamasindan 24 saat sonra fizyolojik degisiklikler gozlemlenmistir. Sekil 4.4’te
gosterildigi gibi kuraklik stresi altindaki bitkilerin yeniden sulama sonrasinda bitki
biiyiimesinde ve yapraklarda degisiklikler goriilmiistiir. Yeniden sulama ile birlikte
Ustiin ve mutant1 olan 101-15 bitkilerinde yapraklarin suya ulasmalar ile birlikte
kivrilmalar kismen diizelmistir. Kuraklik etkisiyle meydana gelen sararmalarda
degisiklik gozlemlenmemistir. Boy uzunluklari elde alindiginda ise kuraklik stresine

kiyasla artiglar belirlense de kontrol grubu bitkilerine ulasamamastir.
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Sekil 4. 4. Yeniden sulama uygulamasi sonras1 Ustiin ve 101-15 bitkilerinde iyilesme
yetenekleri A) Sirastyla soldan saga Ustiin Kontrol/Ustiin 15.giin Kuraklik/Ustiin
Yeniden Sulama B) Sirasiyla soldan saga 101-15 Kontrol/101-15 15.giin Kuraklik/101-
15 Yeniden Sulama

Ataem ve mutant1 150-43 bitkilerinde yeniden sulama uygulamasindan 24 saat sonraki
fizyolojik degisiklikler Sekil 4.5’te gosterilmistir. Ataem-07 ve mutant1 olan 150-43
bitkilerinin kuraklik stresi altindaki cevaplar1 ve yeniden sulama sonrasinda bitki
bliylimesinde ve yapraklarinda degisiklikler goriilmiistiir. Kuraklik stresi ile sararan
yapraklarda degisiklik gozlemlenemezken kivrilmis yapraklarda iyilesmeler
gozlemlenmistir. Ataem-07 ve mutant1 150-43’te kuraklik stresi ile kontrol bitkilerine
kiyasla daha kisa bitki boylari tespit edilirken yeniden sulama ile bitki boylarinda
artiglar tespit edilmistir. Ataem-07 bitkilerine kiyasla mutanti olan 150-43 bitkilerinde

kuraklik stresinin zararl etkileri daha fazla azaltilmistir.
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Sekil 4. 5. Yeniden sulama uygulamasi sonras1 Ataem-07 ve 150-43 bitkilerinde
iyilesme yetenekleri A) Sirasiyla soldan saga Ataem-07 Kontrol/Ataem-07 15.giin
Kuraklik/Ataem-07 Yeniden Sulama B) Sirasiyla soldan saga 150-43 Kontrol/150-
43 15.giin Kuraklik/150-43 Yeniden Sulama

Tiim bitkilerin boy ve kok uzunluklar &lgiilmiistiir. Tablo 4.1°de Ustiin, 101-15,
Ataem ve 150-43’¢ ait ortalama boy ve kok uzunluklar belirtilmistir. Ustiin soya
cesidinde, kuraklik stresi uygulanan bitkilerin kontrole gore bitki boyu ve kok
uzunluklar sirasiyla % 80,7 ve % 83,75 olarak belirlenmistir. Bu ¢esitte yeniden
sulamada bitki boyunda % 90,1 orami belirlenirken kok uzunlugunda anlamli
degisiklik belirlenememistir. 101-15 mutant bitkilerde ise kuraklik stresinde bitki boyu
ve kok boyu sirastyla % 62,06 ve % 76,56 olarak belirlenirken yeniden sulamada bitki
boyunda bu oran % 64,24’¢ kokte ise % 82,44’e yiikselmistir.

Ataem soya ¢esidinde kontrol grubuna kiyasla kuraklik stresi bitki boyu ve kok boyu
sirastyla % 84,45 ve % 81,02 olarak belirlenmistir. Ancak bu oran yeniden sulamada
bitki boyunda degismemis kok uzunlugunda % 82,50’ye c¢cikmistir. 150-43 mutant
bitkisinde ise kuraklik stresinde bitki boyu ve kok boyu sirasiyla % 72,43 ve % 81,80
olarak belirlenirken yeniden sulamada bitki boyunda bu oran % 74,64 olarak bulunmus

ancak kokte anlaml olarak degismemistir.
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Tablo 4. 1. Ustiin, 101-15, Ataem ve 150-43 Ortalama Boy ve K&k Uzunluklar

Uygulamalar Boy Kok
cm % cm %

Ustiin Kontrol 33,95+2,696% 100 27,57£3,087% 100
Ustiin Kuraklik 27,41£3,236° 80,7 23,09+3,101° 83,75
Ustiin Yeniden Sulama  30,59+2,262 ¢ 90,1 22,93+2,653 P 83,17
101-15 Kontrol 24,1742,752 8 71,19 25,73+£2,3162 93,32
101-15 Kurakhk 21,07+2,751° 62,06 21,11£1,894 P 76,56
101-15 Yeniden Sulama 21,81+3,285 ¢ 64,24 22,73+1,275° 82,44
Ataem Kontrol 31,20+ 4.062 2 100 28,41+4,740 100
Ataem Kurakhk 26,35+3,911° 84,45 23,02+3,861 2 81,02
Ataem Yeniden Sulama  26,43+2,162 ° 84,71 23,44+3,833"P 82,50
150-43 Kontrol 27,611,803 @ 88,49 26,15+3,135° 92,04
150-43 Kurakhk 22,60+2,666 P 72,43 23,24+4,081 2 81,80
150-43 Yeniden Sulama  23,29+1,351° 74,64 23,26+2,274° 81,87

*Ayni harfle gésterilmeyenler, Ustiin, 101-15, Ataem ve 150-43 icin ortalama bitki boyu ve ortalama kék uzunlugu bakimindan

aralarindaki farklarin, en az 0,05 6nemli oldugunu ifade etmektedir. (+ Standart Sapma)

En yiiksek boy ortalamasina sahip grup Ustiin kontrol (33,95 cm) olarak belirlenmistir
(Sekil 4.6). En diisiik boy ve kok ortalamasia sahip grup 101-15 kuraklik olarak
belirlenmistir (Sekil 4.7). Kok ortalamalar1 kiyaslandiginda en yiiksek ortalamaya

sahip Ataem kontrol grubu olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8).

Kuraklik uygulamas ile birlikte tiim gruplarda boy ve kok ortalamalarinda azalma
gozlemlenmistir. 150-43 mutantinda kontrol-kuraklik ve kontrol-yeniden sulama

gruplart arasinda anlamli fark bulunurken kuraklik-yeniden sulama gruplar: arasinda

anlamli fark bulunmamustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 6. Ustiin soya cesidinin Kuraklik stresine ve yeniden sulamaya kars1 verdikleri
cevaplar A) Ustiin Kontrol-Ustiin Kuraklik ve Ustiin Yeniden Sulamaya ait ortalama boy
uzunluklar verilmistir B) Ustiin Kontrol-Ustiin Kuraklik ve Ustiin Yeniden Sulamaya
ait ortalama kok nzunluklar verilmistir

A B
304 , 30+
—— a
. . T,
— 204 = 204
5 s
= x
5 <)
@ 40 X 104
0 1 ] 0 ] ]
N LN ¥ >
é"& & b@"‘ & &
() o& \‘} 'Do \}‘ &
¢ & 2 AN
v 2 \660 N ? \\‘: @é‘
\J Nl -
MRS MO
& &

Sekil 4.7. 101-15 soya ¢esidinin Kuraklik stresine ve yeniden sulamaya kars1 verdikleri
cevaplar A) 101-15 Kontrol-101-15 Kuraklik ve 101-15 Yeniden Sulamaya ait ortalama
boy uzunluklar1 verilmistir B) 101-15 Kontrol-101-15 Kuraklik ve 101-15 Yeniden
Sulamaya ait ortalama kok uzunluklari verilmistir.
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Sekil 4.8. Ataem soya ¢esidinin Kuraklik stresine ve yeniden sulamaya kars1 verdikleri
cevaplar A) Ataem Kontrol- Ataem Kuraklik ve Ataem Yeniden Sulamaya ait ortalama
boy uzunluklar1 verilmistir B) Ataem Kontrol- Ataem Kuraklik ve Ataem Yeniden
Sulamaya ait ortalama kok uzunluklart verilmistir
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Sekil 4.9. 150-43 soya ¢esidinin Kuraklik stresine ve yeniden sulamaya kars1 verdikleri
cevaplar A) 150-43 Kontrol- 150-43 Kuraklik ve 150-43 Yeniden Sulamaya ait ortalama
boy uzunluklar1 verilmistir B) 150-43 Kontrol- 150-43 Kuraklik ve 150-43 Yeniden
Sulamaya ait ortalama kok uzunluklar1 verilmistir
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4.2. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Bu tez kapsaminda kuraklik stresinin etkisi ve yeniden sulamanin bitkiler iizerindeki
iyilesme yeteneklerinin  biyokimyasal diizeyde degerlendirilmesi amaciyla

Malondialdehit tayini (MDA), total klorofil i¢erigi ve prolin tayini gergeklestirilmistir.

4.2.1. Malondialdehit (MDA) Tayini

Omneklere ait dlgiimlerin ortalamalar1 ve standart sapma degerleri Tablo 4.2°de
belirtilmistir. Tabloda belirtildigi gibi tiim bitki gruplarinda kuraklik stresi ile birlikte
lipid peroksidasyon artist tespit edilmisti. MDA igerikleri yiizde olarak
degerlendirildiginde Ustiin kuraklik bitkilerinde kontrol bitkilerine kiyasla %36
oraninda artan MDA igerigi (% 136) saptanmistir. Yeniden sulama ile birlikte artan
MDA igerigi kontrole yakin bir degere ulasmistir. 101-15 bitkilerinde benzer sekilde
kontrol grubuna kiyasla kuraklik stresi uygulanan grupta (%60) artan MDA igerigi
gozlemlenirken yeniden sulama uygulamasi (%87) sonucu MDA igerigindeki artis

devam etmistir.

Ataem bitkilerinde benzer sekilde kontrol grubu 100 kabul edildiginde kuraklik
uygulamasi ile 2 kat artan MDA igerigi yeniden sulama (%135) ile birlikte yaklagik %
30 oranla kuraklik bitkilerine kiyasla azalmistir. 150-43 bitkilerinde ise kuraklik stresi
uygulanan grupta % 164 oraninda MDA igerigi gozlemlenirken yeniden sulama ile

birlikte kontrole yakin bir degere (% 116) diigmiistiir.
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Tablo 4. 2. Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43 Ortalama MDA I¢erigi

Uygulamalar MDA
pmol.g'TA %
Ustiin Kontrol 0,041+0,002 @ 100
Ustiin Kurakhk 0,056+0,0103 @ 136
Ustiin Yeniden Sulama 0,044=+0,001 @ 107
101-15 Kontrol 0,041+£0,01229 2 100
101-15 Kurakhk 0,066+0,001 P 160
101-15 Yeniden Sulama 0,077+0,0052°¢ 187
Ataem Kontrol 0,037+0,002 @ 100
Ataem Kurakhk 0,06140,00360 ° 164
Ataem Yeniden Sulama 0,050+0,0038 © 135
150-43 Kontrol 0,031+0,0063 @ 83
150-43 Kurakhk 0,06140,0053° 164
150-43 Yeniden Sulama 0,043+0,0012°¢ 116

*Ayni harfle gosterilmeyenler, Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43 igin ortalama MDA igerigi bakimindan aralarindaki farklarin, en
az 0,05 6nemli oldugunu ifade etmektedir. + Standart Sapma

En yiiksek MDA igerigine sahip grup 101-15 yeniden sulama (0,077 umol.g*TA) iken
en diisik MDA igerigine sahip grup 150-43 kontrol (0,031 umol.g*TA)olarak
bulunmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Tiim Bitkilere ait Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama MDA Iceriklerinin
Oran1. Ustiin soya ¢esidi (A) Mutant 101-15 (B) Ataem soya ¢esidi (C) Mutant 150-43 (D)
bitkilerinin Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama sonucundaki MDA igeriklerini
gosterilmektedir. (Aymi harfle gosterilmeyenler, Ustiin, 101-15, Ataem ve 150-43 icin
ortalama MDA igerigi bakimindan aralarindaki farklarin, en az 0,05 6nemli oldugunu ifade
etmektedir).

4.2.2. Klorofil Tayini
Kuraklik stresinin ve yeniden sulamanin fotosentetik pigment konsantrasyonlari
tizerindeki etkisinin saptanmasi i¢in gergeklestirilen klorofil tayinine ait klorofil a,

klorofil b ve total klorofil miktarlarina ait degerler Tablo 4.3 te verilmistir.

Ustiin kontrol bitkilerinde klorofil A degeri % 100 kabul edildiginde kuraklik stresi ile
bu oran % 62,2 olarak bulunurken yeniden sulama ile birlikte oran % 103,7 olarak
hesaplanmistir. 101-15 klorofil A igerigi degerlendirildiginde kuraklik stresinde oran
%64,83 olarak hesaplanirken yeniden sulama ile birlikte bu oran % 73,53’
yiikselmistir. Ataem kontrol grubuna ait klorofil A igerigi % 100 kabul edildiginde
%156,3 olarak bulunurken kuraklik stresi ile birlikte % 56,3 olan oran yeniden sulama
uygulamasinin ardindan %76,3’¢e yiikselmistir. 150-43 mutantinda Klorofil A igerigi
kuraklik stresi ile birlikte %66,07 olarak belirlenirken yeniden sulama ile bu oran %
103,63 e yiikselmistir. Klorofil B igeriklerine bakildiginda Ustiin kontrol i¢in % 100
kabul edilen oran kuraklik stresi ile % 25,3’e kadar diiserken yeniden sulama ile
birlikte bu oran % 53,3’e kadar yiikselmistir. 101-15 mutantinda kuraklik stresi ile bu
oran % 22,6’ya kadar gerilerken yeniden sulamada bu oranda bir iyilesme
saptanmadan yine % 22,6 olarak bulunmustur. Ataem kontrol grubu % 100 kabul

edildiginde kuraklik stresi ile birlikte %25’e diisen oran yeniden sulama sonucu
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%?38,4’¢ kadar yiikselmistir. 150-43 mutantinda kuraklik stresi ile bu oran % 30,76
iken yeniden sulama ile birlikte % 87,75’e kadar yiikselmistir.

Tablo 4. 3. Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43 Ortalama Total Klorofil igerigi
Uygulamalar Klorofil A Klorofil B Total Klorofil

mg/gxTA % mg/gxTA % mg/gxT %
A
Ustiin Kontrol 0.53+0.01 a 100 0,75+0,1 100 1.28+0 la 100
b b a b b

Ustiin 0,33i0,03b 62,2 0,19::):0,05 25,33 0,53:|;0,0 41,40
Kurakhk 8

Ustiin Yeniden 0,55+0,02 a 103 0,40+0,1 b 53,33 0,95+0,1 74,21
Sulama ¢

101-15 0.55:001° 103  0,68:008 906 12300 96,09
Kontrol @ g°

101-15 034+004° 6483 017:0,03 226 051:00 39,84
Kurakhk b 4ID

101-15 0,39+0,02 P 73,58 0,17+0,01 22,6 0,57+0,0 44,53
Yeniden ° 2b

Sulama

Ataem 0,55+0,03 a 100 0,52+0,1 100 1,08+0,1 100
Kontrol @ @

Ataem 0,310,01 b 56,36  0,13+0,01 25 0,44+0,0 40,74
Kurakhk ° 2"

Ataem 0,42+0,01 ¢ 76,36  0,20+0,05 38,46 0,63+0,0 58,33
Yeniden ¢ 6°

Sulama

150-43 0.56:001° 10181 049+0,08 94,23 10600 98,14
Kontrol @ 7°

150-43 0374006° 6607 0,16:0,01 3076 054:0,0 50
Kurakhk b 7b

150-43 0.574001° 10363 043:006 8775 101+00 93,51
Yeniden : 6°

Sulama

*Ayni harfle gosterilmeyenler, Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43 icin ortalama total klorofil igerigi bakimindan aralarindaki
farklarin, en az 0,05 6nemli oldugunu ifade etmektedir. + Standart Sapma
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Total klorofil icerikleri degerlendirildiginde Ustiin kontrol grubu %100 olarak
degerlendirildiginde kuraklik ile %41,4’e diisen oran yeniden sulama ile birlikte
%74,2’e kadar yiikselmistir. 101-15 stresine bakildiginda bu oran Ustiin bitkilerindeki
etkiye benzer sekilde %39,84’¢ kadar diismiistiir. Yeniden sulama ile birlikte oran
%44,53 ile diger bitkilerin aksine diisiik bir oranda artis gostermistir. Ataem kontrol
grubu %100 olarak degerlendirildiginde kuraklik stresi ile oran %40,74 olarak
hesaplanirken yeniden sulama ile bu oran %58,33’e kadar yiikselmistir. 150-43
mutantinda kuraklik stresi ile %50 olan oran yeniden sulama ile birlikte %93,51°¢

yiikselerek en fazla artis1 gostermistir.

Kuraklik stresi Ve yeniden sulama uygulanan Ustiin soya ¢esidi (A) Mutant 101-15 (B)
Ataem soya ¢esidi (C) Mutant 150-43 (D) bitkilerinin Klorofil A, Klorofil B ve total
klorofil icerikleri Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te gosterilmektedir. Klorofil A
ve B icerigi kuraklik stresinde kontrole gore onemli olarak azalmistir. Yeniden
sulamada 6zellikle A ve B ile total klorofil miktarlar1 mutant 150-43 hattinda kontrol
seviyesine yiikselmistir. Diger mutant hat 101-15 ise klorofil oranlarindaki artig

kontrolden distiktiir.
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Sekil 4.11. Tiim Bitkilere ait Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama Klorofil A Igeriginin
Oran1. Ustiin soya ¢esidi (A) Mutant 101-15 (B) Ataem soya cesidi (C) Mutant 150-43 (D)
bitkilerinin Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama sonucundaki Klorofil A igeriklerini
gosterilmektedir. (Aym harfle gosterilmeyenler, Ustiin, 101-15, Ataem ve 150-43 igin
ortalama Klorofil A igerigi bakimindan aralarindaki farklarin, en az 0,05 6nemli oldugunu
ifade etmektedir).
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Sekil 4. 12. Tiim Bitkilere ait Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama Klorofil B Igeriginin
Oranu. Ustiin soya ¢esidi (A) Mutant 101-15 (B) Ataem soya ¢esidi (C) Mutant 150-43 (D)
bitkilerinin Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama sonucundaki Klorofil B igeriklerini
gosterilmektedir. (Ayn1 harfle gdsterilmeyenler, Ustiin, 101-15, Ataem ve 150-43 igin
ortalama Klorofil B igerigi bakimindan aralarindaki farklarin, en az 0,05 6nemli oldugunu
ifade etmektedir).
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Sekil 4.13. Tiim Bitkilere ait Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama Total Klorofil igeriginin
Orani. Ustiin soya cesidi (A) Mutant 101-15 (B) Ataem soya cesidi (C) Mutant 150-43 (D)
bitkilerinin Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama sonucundaki Total klorofil iceriklerini
gosterilmektedir. (Aym harfle godsterilmeyenler, Ustiin, 101-15, Ataem ve 150-43 igin
ortalama Total klorofil igerigi bakimindan aralarindaki farklarin, en az 0,05 6nemli oldugunu
ifade etmektedir).

4.2.3. Prolin Konsantrasyon Tayini

Ataem-07 ve Ustiin (S04-05) soya gesitleri ve bu cesitlere ait mutantlarin kuraklik
stresine yanit olarak osmoprotektan olarak rol oynayan prolin konsantrasyonlar
belirlenmistir. Tablo 4.4’te Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43 bitkilerinin ortalama
prolin igerikleri ve standart sapma degerleri gosterilmistir. Ustiin kontrol grubunda

prolin igerigi 13,13 umol/g TA olarak hesaplanmistir. Ustiin kuraklik grubunda prolin
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icerigi 44,51 pmol/g TA olmak iizere kontrol grubundan yaklagik 3,5 kat artmistir.
Ustiin yeniden sulama grubunda ise prolin igerigi 51,68 umol/g TA olarak
belirlenmistir. 101-15 kontrol grubunda prolin igerigi 13,96 umol/g TA olarak
hesaplanirken 101-15 kuraklik grubunda prolin igerigi kontrol grubundan yaklasik 5
kat fazla olarak 70,35 umol/g TA hesaplanmigtir. 101-15 yeniden sulama grubunda
prolin igerigi 63,91 pmol/g TA olarak belirlenmistir. Kontrol gruplari %100 kabul
edildiginde kuraklikta en yiiksek prolin igerigine sahip grup 101-15 kuraklik
(%457,80) olarak belirlenmistir. Yeniden sulama ile birlikte prolin icerigindeki azalma

orani en yiiksek 150-43 yeniden sulama (%285,84) grubunda belirlenmistir.

Tablo 4. 4. Tiim Bitkilere ait Prolin Igerikleri

Uygulamalar Prolin

9 pmol/g TA %
Ustiin Kontrol 13,1340,1° 100
Ustiin Kuraklik 4451404 " 338,99
Ustiin Yeniden Sulama 51,68+0,5 ° 393,60
101-15 Kontrol 13,96+0,1 ° 106,32
101-15 Kurakhk 70.3540.7° 535,79
101-15 Yeniden Sulama 63,91+0,7° 486,747
Ataem Kontrol 13,730,06 ° 100
Ataem Kurakhk 48,33+0,09" 352
Ataem Yeniden Sulama 43,73+0,2° 318,49
150-43 Kontrol 13,712£0,09 ° 99,85
150-43 Kurakhk 48,58+0,2 b 353,82
150-43 Yeniden Sulama 13,1301 ° 100

*Ayni harfle gosterilmeyenler, Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43 icin ortalama prolin igerigi bakimindan aralarindaki farklarin, en
az 0,05 6nemli oldugunu ifade etmektedir. + Standart Sapma

Elde edilen sonuglar kuraklik stresine maruz kalan soya bitkilerinde ozmotik
diizenleyici maddelerin arttigini gostermektedir (Sekil 4.14). Yeniden sulama gruplari

arasinda en diisiik prolin icerigine sahip grup 150-43 olmustur.
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Sekil 4.14. Tiim Bitkilere ait Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama Prolin Igeriginin Orani.
Ustiin soya ¢esidi (A) Mutant 101-15 (B) Ataem soya cesidi (C) Mutant 150-43 (D)
bitkilerinin Kontrol, Kuraklik ve Yeniden Sulama sonucundaki Prolin igeriklerini
gosterilmektedir. (Aym harfle gosterilmeyenler, Ustiin, 101-15, Ataem ve 150-43 igin
ortalama Prolin igerigi bakimindan aralarindaki farklarin, en az 0,05 énemli oldugunu ifade
etmektedir).

4.3. RNA EKSTRAKSIYONU VE cDNA SENTEZIi

Ustiin ve Ataem soya gesitleri ile 101-15 ve 150-43 mutant soya bitki yapraklarin total
RNA izolasyonu sonucunda RNA'min konsantrasyonu ve safligi, bir NanoDrop
spektrofotometre (Implen NP80) ile ol¢iilmiistiir. Daha sonra RNA o&rneklerinin

agaroz jel elektroforezinde kalitatif analizleri gergeklestirilmistir.

4. 4. mRNA SEKANSLAMA

Soyada kuraklik stresine karsi farkli sekilde ifade edilen genlerin (DEG) belirlenmesi
icin RNA sekanslamasi gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda 3 tekrarli olacak
sekilde 12 farkli grup i¢in 36 6rnek analiz edilmistir. Asagidaki Tablo 4.5 i¢inde ilgili
orneklerin adlar1, deney gruplari, dizileme sonucunda elde edilen okuma sayilari ve bu
okumalarin ne kadarinin genoma hizalandig1 yer almaktadir. “Toplam” stitunu
numuneden elde edilen toplam okuma sayisini; “Hizalanan” siitunu genoma hizalanan
okumalarin sayisini; “Hizalama Oran1” siitunu genoma hizalanan okumalarin oranini;
“Hizalanmayan” genoma hizalanamayan okumalarin sayisini; “Q30 Kalite Oran1” ise
Q30 ve daha iistiinde Phred kalite skoru alan okumalarin oranini belirtmektedir.
Okumalar1 soya genomuyla karsilastirarak, her bir numunenin genomik hizalamasi

elde edildi ve hizalama orani yaklasik %98 olarak hesaplanmistir.
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Tablo 4. 5. RNA dizileme drneklerinin kalite ve hizalama oranlari

Toplam Hizalanan Hizalanmayan Q30 Hizalama

Kalite Oram
Oram

Ustiin Kontrol

UCA1 194.900.664  190.375.536 4.525.128 94.40% 97.68%

UCAL11 190.335.668 189.543.978 791.690 95.12% 99.58%

UCA111 88.428.120  87.102.799 1.325.321 94.19% 98.50%

Ustiin Kurakhk

UDB1 123.474.186 121.963.967 1.510.219 95.46% 98.78%

UDB11 149.530.214 148.776.807 753.407 95.46% 99.50%

uDB111 87.837.262  87.201.127 636.135 95.42% 99.28%

Ustiin Yeniden

Sulama

URWC1 72.219.706  71.676.805 542.901 95.33% 99.25%

URWC11 75.927.330  75.392.773 534.557 94.42% 99.30%

URWC111 59.861.786  59.214.298 647.488 95.36% 98.92%

101-15 Kontrol

101-15CA2 89.994.440  89.122.306 872.134 94.55% 99.03%

101-15CA22 139.468.072  138.492.116 975.956 95.42% 99.30%

101-15CA222 79.873.704  79.290.225 583.479 94.99% 99.27%

101-15 Kurakhik

101-15DB22 89.023.396  88.332.192 691.204 95.55% 99.22%

101-15DB222 93.085.718  92.156.979 928.739 95.47% 99.00%

101-15DB2 76.057.070  63.871.938 12.185.132 93.36% 83.98%

101-15 Yeniden

Sulama

101-15RWC2 102.817.070  101.278.541 1.538.529 95.26% 98.50%

101-15RWC22 68.939.828  67.690.387 1.249.441 95.28% 98.19%

101-15RWC222 77.112.652  76.249.575 863.077 95.57% 98.88%
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Tablo 4. 6. RNA dizileme 6rneklerinin kalite ve hizalama oranlari (devami)

Ataem Kontrol

ACA3 162.213.086 161.421.768 791.318 95.55% 99.51%
ACA33 162.282.436  161.788.003 494.433 95.52% 99.70%
ACA333 77.885.652 72.057.665 5.827.987 92.55% 92.52%
Ataem Kurakhk

ADB3 71.490.758 70.648.590 842.168 92.81% 98.82%
ADB33 151.831.910 150.746.147 1.085.763 95.29% 99.28%
ADB333 93.721.690 91.994.356 1.727.334 95.38% 98.16%

Ataem Yeniden

Sulama

ARWC3 64.558.586 64.275.268 283.318 94.93% 99.56%
ARWC33 71.451.314 71.168.513 282.801 95.48% 99.60%
ARWC333 77.058.486 76.677.560 380.926 94.52% 99.51%

150-43 Kontrol

150-43A4 82.255.834  81.572.633 683.201 95.33% 99.17%
150-43A44 129.813.730  129.283.638 530.092 95.23% 99.59%
150-43A444 98.703.986  96.502.358 2.201.628 95.17% 97.77%

150-43 Kurakhik

150-43DB4 86.252.494  85.420.517 831.977 95.50% 99.04%
150-43DB44 85.084.856  84.348.150 736.706 95.43% 99.13%
150-43DB444 68.995.660  68.235.655 760.005 95.37% 98.90%

150-43 Yeniden

Sulama

150-43RWC4 93.404.476 92.853.380 551.096 95.14% 99.41%
150-43RWC44 94.722.478 93.865.153 857.325 92.96% 99.09%
150-43RWC444 184.901.260 184.286.701 614.559 93.63% 99.67%

Sekil 4.15°te 1s1 grafigi (heatmap), drnekler arasinda en fazla varyasyon gosteren ilk
50 genin anlatim profillerini gostermektedir. Is1 grafiginde yer alan 6rnek ve genler,
profil benzerliklerine gore de her iki eksende kiimelenmis ve benzerlikler

dendrogramlar ile gorsellestirilmistir.

75



Is1 grafiginin st kisminda yer alan dendrogramda, drnekler arasinda en fazla anlatim
varyasyonu gosteren 50 gen dikkate alindiginda, 6rneklerin birbirine ne kadar benzer
anlatim profili gosterdigine gore gruplandirilmistir. Yakin gruplandirilmis 6rnekler,
daha benzer profil gostermektedir. Ideal olarak, numuneler ana gruplarina gére
(kontrol ve deney gruplart gibi) birlikte kiimelenmesi beklenir. Benzer sekilde, 1s1
grafiginin sag kisminda yer alan dendrogramda, tiim 6rnekler dikkate alindiginda, ilk

50 genin birbirine ne kadar benzer anlatim profili gosterdigine gore gruplandirilmistir.

Is1 grafiginde yer alan en fazla varyasyon gdsteren ilk 50 genin Ustiin, 101-15, Ataem
ve 150-43 kuraklik gruplarindaki anlatimlarina ait kat degisimleri belirlenmistir (Tablo
4.6).
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Sekil 4. 15. Ornekler arasinda en fazla varyasyon gosteren ilk 50 genin anlatim profili. Is1 grafiginde, sadece protein kodlayan genler yer almaktadir. Ist
grafiginde, her bir siitunda bir 6rnek, her bir satirda da bir gen bulunur. Grafigin ortasindaki renkler, genin normalize edilmis anlatimina gore degisiklik
gostermektedir.
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Tablo 4. 7. En fazla varyasyon gosteren ilk 50 genin anlatimlarina ait kat degisimleri

GEN ID/ GEN AIiLESI Ustiin 101-15 Ataem 150-43
Kurakhk Kurakhk Kurakhk Kurakhk

GLYMA_05G128000 (Chlorophyll A-B -0,00075

binding protein, CAB3)

GLYMA_16G165800 (Photosystem |1 -0,00057 -0,00043 -0,00030

type I chlorophyll a/b-binding protein,

LHCB1-7)

GLYMA _09G231900 (Plant -0,0014 -0,0029 -0,00044

invertase/pectin methylesterase inhibitor-
domain containing protein)

GLYMA_03G131700 (Gibberellin- -0,0073 -0,0013
regulated protein 3, GASA3)

GLYMA_13G160400 (Hydrophobic seed -0,0024 -0,00057
protein)

GLYMA_19G250200 (GDSL -0,0031

Esterase/Lipase)

GLYMA_03G252700 (GDSL -0,0060 -0,00040
Esterase/Lipase)

GLYMA_04G065600 (Alpha-amylase -0,0033 -0,00033
inhibitor/lipid transfer/seed storage
protein domain-containing protein)

GLYMA_17G212200 (Alpha-amylase -0,0011
inhibitor/lipid transfer/seed storage
protein domain-containing protein)

GLYMA_11G098500 (Proline-rich -0,0020 -0,00042
protein 4)

GLYMA_17G259500 (GDSL -0,0081 -0,00012
esterase/lipase EXL3)

GLYMA_13G200300 (Proline-rich -0,02 -0,00082
protein 4)

GLYMA_07G038500 (Germin-like -0,00074 -0,00060 -0,0012

protein, GERS)

GLYMA_16G007700 (Germin-like -0,00086 -0,0022 -0,00094
protein, GERS)

GLYMA_06G193800 (Gibberellin- -0,00071 -0,0012 -0,00052
regulated protein, GASA1l)

GLYMA_04G169600 (Gibberellin- -0,00029 -0,00069 -0,00029
regulated protein, GASAS)

GLYMA_05G007100 (Carbonic -0,0069 -0,0012 -0,0048
anhydrase,chloroplastic)

GLYMA_03G238800 (Predicted +4003,458 +3294,17 +6720,12
NADPH-dependent aldehyde reductase
1, chloroplastic)
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Tablo 4. 8. En fazla varyasyon gosteren ilk 50 genin anlatimlarina ait kat degisimleri(devami)

GLYMA_08G171400 (Cysteine-rich and +457,38 +1134,66 +40,46 +654,10
transmembrane domain-containing

protein B)

GLYMA_15G256000 (Cysteine-rich and +919,69 +860,65 +151,47 +469,91

transmembrane domain-containing
protein WIH1)

GLYMA_07G139700 (Tau class +889,13 +79,70 +269,69

glutathione S-transferase, GSTU23)

GLYMA_20G205800 (Protease inhibitor) +10814,53 +281,17 +159,95

GLYMA_15G211500 (Kunitz type +2471,91 +194,59 +78,53 +327,40

trypsin inhibitor 104)

GLYMA_01G217600 (Osmotin-like +14756,06 +3099,46 +3116,50
protein, acidic OLPa)

GLYMA_08G235400 (Kunitz trypsin +14177,57 +2814,53 +2508,04
inhibitor family protein)

GLYMA_13G278000 (Defensin-like +111718,6 +1544,08 +11089,82  +5324,05
protein)

GLYMA _11G170300 (Asparagine +3509,432 +4018,29 +3000,64
synthetase)

GLYMA_18G061100 (Asparagine +1660,54 +1157,59 +439,57 +1479,19
synthetase 1-AS1)

GLYMA _18G231500 (Bowman-Birk +4520,99 +1417,74 +591,01 +9146,76
type protease inhibitor, BBI-1)

GLYMA_11G180800 +3149,94 +5055,69 +285,10 +4287,23
(Secoisolariciresinol dehydrogenase-like)

GLYMA_08G156600 (Uncharacterized) +1935,86 +4579,03 +222,06 +3629,17
GLYMA_20G158500 (Low-temperature- +406,75 +922,88 +87,10 +1833,76
induced 65 kDa protein)

GLYMA_11G067900 (Uncharacterized) +5836,80 +5531,52 +1207,93  +13950,82
GLYMA_01G204800 (Expansin-like B1) +416,52 +1074,93 +337,83 +3817,25
GLYMA_17G164200 (Seed maturation +323,77 +211,98 +188,74 +3700,11
protein PM35)

GLYMA_17G128000 (Malate synthase) +1121,49 +563,08 +1918,22
GLYMA_17G147600 (Expansin-like B1) +5311,80 +3070,61 +15649,23
GLYMA_11G024100 (Putative +403,98 +622,28 +83,22 +757,67

glutathione peroxidase)

GLYMA_14G145900 (Probable E3 +3032,09 +3002,71 +487,37 +2298,27
ubiquitin-protein ligase HERC4)

GLYMA_15G206800 (Class V chitinase) +13475,97 +5572,79 +870,60 +7680,55
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Tablo 4. 9. En fazla varyasyon gosteren ilk 50 genin anlatimlarina ait kat degisimleri (devami)

GLYMA_19G227800 (Galactinol +2147,80 +2273,64 +308,00 +1566,42
synthase-2)

GLYMA _13G363300 (Seed maturation +6363,19 +5326,52 +1920,57  +12833,04
protein PM30)

GLYMA_05G065800 (Expansin-like B1) +4014,41 +4004,17 +13312,49
GLYMA_09G185500 (Dehydrin-like +89634,28 +30959,39  +10187,76  +29759,22
protein, Dehydrin)

GLYMA_07G090400 (LEA-2-D11, +3148,72 +1962,83 +329,30 +13541,36
Dehydrin)

GLYMA_08G160800 (Seed maturation +648,25 +3790,37 +3171,62

protein, PM41)

Daha sonra, kuraklik stresine ve yeniden sulamaya maruz birakilan soya yapraklarinda
farkli sekilde ifade edilen genlerin analizi gergeklestirildi. Bu analizlerde p-value
0,005 olarak kabul edilip 6nemli 6l¢iide degismis genler belirlendi (Sekil 4.16). Ustiin
kontrol grubuna kiyasla Ustiin kuraklikta 2092 genin anlatiminda artis, 2838 genin
anlatiminda azalis bulunurken, Ustiin kuraklik-Ustiin yeniden sulama kiyasinda 1349
gende anlamli artis 511 gende anlamli azalma elde edilmistir. Ustiin kontrole kiyasla
istiin yeniden sulamada 989 gende anlamli bir artis 343 gende anlamli bir azalma
bulunmustur. 101-15 kontrole kiyasla 101-15 kuraklikta 2487 genin anlatiminda artis
gozlemlenirken 3105 genin anlatiminda azalma saptanmustir. 101-15 kuraklik grubuna
kiyasla 101-15 yeniden sulamada 1987 genin anlatiminda anlamli artis 547 genin
anlattiminda diistis bulunurken, 101-15 kontrole kiyasla 101-15 yeniden sulamada
1763 gen icin anlatimda artig 573 gen anlamli seviyede azalma elde edilmistir. Ataem
kontrole kiyasla Ataem kuraklikta 717 genin anlatiminda artig, 536 genin anlatiminda
diisiis saptanmugtir. Ataem kuraklik grubuna kiyasla Ataem yeniden sulamada 907
gende anlamli artig 319 genin anlatiminda diisiis bulunmustur. Ataem kontrole kiyasla
Ataem yeniden sulamada 103 gende anlamli seviyede anlatim artisi, 92 genin
anlatiminda diigiis bulunmustur. 150-43 kontrole kiyasla 150-43 kuraklikta 4675 genin
anlatiminda artis, 4963 genin anlatiminda diisiis bulunmustur. 150-43 kontrole 150-43
yeniden sulamada 1610 gende anlatim artisi 363 genin anlatiminda diisiis elde
edilmistir. 150-43 kuraklik grubuna kiyasla 150-43 yeniden sulamada 52 genin
anlatiminda artis 136 genin anlatiminda diisiis bulunmustur. Bu sonuglar

dogrultusunda kontrole kiyasla kuraklik uygulamalarinda mutant bitkilerdeki DEG
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sayisinin kokenlendigi bitkilerden daha fazla sayida oldugu tespit edilmistir. Ayrica
her kiyaslama i¢in Venn diyagramlari ile birlikte ortak olan DEG’ler tespit edilmistir.

DEG'lerin daha detayli analizi i¢in, DEG'leri Venn diyagrami kullanarak genotip
iliskili ve kuraklik iliskili genlerine gore farkli gruplara ayrilmistir. Tiim gruplar
arasinda 150-43 kuraklik en fazla DEG say1sina sahip grup olarak belirlenmistir. Ustiin
ve Ataem gruplarina ait Venn diyagrami degerlendirildiginde Ustiin kuraklik grubu
Ataem kuraklik grubuna kiyasla daha fazla DEG igermektedir. Ustiin mutant1 olan
101-15’¢ ait Venn diyagramina bakildiginda tiim kiyaslar i¢in Ustiine gore daha fazla
DEG elde edilmistir. Ataem ve mutant1 olan 150-43’¢ ait Venn diyagramlar ele
alindiginda kuraklik uygulamasinda mutant icin DEG sayisinin oldukga yiiksek oldugu

tespit edilirken yeniden sulama i¢in DEG sayilarinda azalma tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. Kontrol, kuraklik ve yeniden sulama i¢in transkriptomik analizler. A) Soya bitkilerinde tiim kiyaslamalara ait artan ve azalan DEG sayis1 B) Ustiin
kontrol(C)-kuraklik (D) ve yeniden sulama (RW) uygulamalarindaki DEG’ler i¢in Venn diyagrami C)101-15 kontrol(C)-kuraklik (D) ve yeniden sulama (RW)
uygulamalarindaki DEG’ler i¢in Venn diyagrami D)Ataem kontrol(C)-kuraklik (D) ve yeniden sulama (RW) uygulamalarindaki DEG’ler i¢in Venn diyagrami
B)150-43 kontrol(C)-kuraklik (D) ve yeniden sulama (RW) uygulamalarindaki DEG’ler i¢in Venn diyagrami
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4.4.1. GO ve KEGG ile DEG'lerin Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

Soyada kuraklik stresine yanit olarak farkli sekilde ifade edilen genleri analiz etmek
amaciyla, kuraklik stresi tarafindan uyarilan genlerin baslica islevlerini vurgulayan
gen ontolojisi (GO) ve KEGG analizleri gergeklestirildi. GO zenginlestirme analizi,
biyolojik siire¢ (BP), molekiiler fonksiyon (MF) veya hiicresel bilesen (CC)
terimlerine ayrilarak gerceklestirildi. Soyada kurakliga duyarli genlerin ¢ogu, 'hiicresel
stire¢' ve "metabolik siire¢" gibi BP terimleri ile 'baglayict' ve "katalitik aktivite" gibi
MF kategorileri agisindan 6nemli 6l¢iide zenginlestirildi. Birkag CC terimi esas olarak
'hiicre', "hiicre pargast”, "organel" ve "membran" olarak karakterize edildi. Elde edilen
transkriptomik verilere dayanarak kuraklik stresi icin KEGG yolaklar1 belirlenmistir.
KEGG analizi 6zellikle metabolik yollar basta olmak tizere karbon metabolizmasi,
fotosentez, sekonder metabolit biyosentezi, glutatyon metabolizmasi gibi yolaklarin
kuraklik stresinde rol oynadigi bulunmustur. Arjinin ve prolin metabolizmasi, Glikoliz
ve glukoneojenez yolaklar1 yalnizca Ataem kuraklik grubunda tespit edilmistir.
Glikosilat- dekarboksilat yolaklar1 ise Ustiin kuraklik, 101-15 kuraklik ve 150-43
kuraklik gruplarinda tespit edilmistir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).
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A Torm name Torm 1D Al g o loglpuy) D Torm name Torm 1D S pa + ~15910(Pag)

L] Metabolic patiways KEGG01100 vosxt0® [ Metabolic pathways KEGG01100 373710 | —
Photosynthesis KEGG:00195 <o [ Biosynthesis of secondary KEGGO1110 5.594x 101 [m—
Biosynthesis of y KEGG:01110 3396x10°'% _ ] Carbon metabolism KEGG:01200 §173x100 _

and KEGG:00630 5377x10°¢ | —| . and di A KEGG:00630 5§.799%107
Carbon metabolism KEGG:01200 7.025%107 [— ) Carbon ftiation In photosynthetic onganismé KEGG:00710 459310
Carbon foation in photosynthetic organisms KEGG:00710 9951x10°¢ | Biosynthesis of nucleotide sugars KEGG:01250 494510
Sycoyas/ Succatog Sy 2213010 | Valine, leucine and isoleucine degradation KEGG:00280 2890%10*
Photosynthesis - antenna proteins KEGG:00196 4517x104 ] Pyruvate metabolism KEGG:00620 5273%10°
Biosynthesis of cofactors KEGG:01240 6749104 | Gycolysis/ Gl RECG00010 5389107
uconeogenesis !
Carotenoid biosynthesis KEGG:00906 6799x104 1
Glutathione metabolism KEGG00480 2461%10% Photosynthesis - antenna proteins ';:gzgzz :::":g'
Ascorbate and sidarate metsbolism KEGG:00053 3924x107 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism S * ;
Fructose and mannose metabolism KEGG:00051 5497x10” Fructose and mannose metabolism KEGG:00051 1.042-103
Biosynthesis of amino acids KEGG:01230 3474x10 Glycine, serine and threonine metabolism KEGG:00260 1.700::10"
Biosynthesis of nucleotide sugars KEGG:01250 3917x102 Biosynthesis of cofactors KEGG:01240 2522%102
Porphyrin metabolism KEGG:00860 4684x102 Photosynthesis KEGG:00195 4605%102
E | Term name Term ID 5 Pact o ~109w(Psg) 2
B Yorm name Term ID 2 b o Tlomon) (] Photosynthesis - antenna proteins KEGG00196 1670x10"" | P |
Metabolic pathways KEGG01100 4216x107 = | Metabolic pathways KEGG01100 1.006x10-1°  — |
Glutatnione metabolism KEGG00480 1728x10¢ [ ] Biosy of y KEGG01110 143310 |
Bioswnthesis of secondary metabolites KEGGO1110 2045x10* | Photosynthesis KEGG00195 1811x10 ‘
Glutathione metabolism KEGG:00480 1.235x10%
Galactose metabolism KEGG:00052 4136x10°%
Arginine and proline metabolism KEGG:00330 1.109x102
alpha-Linolenic acd metabolism KEGG:00592 1.594x10%
| Valine. leucine and isoleucine degradation KEGG00280 3.097x102
C ] Term name Term ID & Padl o ~1990(Puy) =
Photosynthesis KEGG00195 9435x10"* | I— F O temname TemiD S pg T
Metabolic pathways KEGG01100 2401%10°1 | - : ) oA
Carben fixation in photosynthetic organisms KEGG:00710 2729%10* i 1 h-detabohc ?athways ) KEGG:01100 1.118x1 0': _
B of y KEGG01110 6.635%10° f 1 B hesis of dary boli KEGG01110 1.280%10° )
Carotenoid biosynthesis KEGG:00906 4rmx10% | Glyoxytate and di oy i KEGG:00630 2.008x104
Aate and dicarb KEGG00630 A4449%10+ Circadian rhythm - plant KEGG:04712 4813x10°%
Glycolysis / Gluconeogenesis KEGG:00010 4954x107 Fructose and mannose metabolism KEGG:00051 7.685x10°%
Carbon metabolism KEGG01200 1178x10 | Photosynthesis KEGG:00195 1.828x102
Glycine, serine and threonine metabolism KEGG00260 1273x10* "] Carotenoid biosynthesis KEGG:00306 221310
Fructose and mannose metabolism KEGG:00051 4291x10°% "1 Carbon fixation in photosynthetic organisms KEGG:00710 3.574x1072

Sekil 4. 17. Ustiin ve 101-15 icin KEGG analizleri. A) Ustiin kontrol-Ustiin kuraklik kiyaslamasindaki KEGG yolaklar1 B) Ustiin kontrol-Ustiin yeniden
sulama kiyaslamasindaki KEGG yolaklar1 C) Ustiin kuraklik-Ustiin yeniden sulama kiyaslamasindaki KEGG yolaklar1 D) 101-15 kontrol-101-15 kuraklik
kiyaslamasindaki KEGG yolaklar1 E) 101-15 kontrol-101-15 yeniden sulama kiyaslamasindaki KEGG yolaklari F) 101-15 kuraklik-101-15 yeniden sulama
kiyaslamasindaki KEGG yolaklar
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C Term name Term 1D S Pad o, ~1005(Pey)

Photosynthesis KEGG00195 1094108 |
Metabolic pathways KEGG01100 3720x10"2 =]
Photosynthesis - antenna proteins KEGG00196 101210 | ]
Carbon metabolism KEGG01200 7931x10" ]
yoxylate and KEGG00630 70082107
Porphyrin metabolism KEGG00860 2128x<10°*
Carbon fixation in photosynthetic organisms KEGG00710 1398x10+4
A B of secondary KEGG01110 1526%10
Term name Term ID K] Py _ ~logolPag) Proteasome KEGG03050 8.187x104
= Biosynthesis of cofactors KEGG01240 1.008x103
Metabolic pathways KEGG:01100 5176x10° Protein processing in endoplasmic reticulum KEGG04141 2240x10
Glutathione metabolism KEGG:00480 7.608x10"? Fritot sd mbraioee metabalicn KEGGD0051 2324x10°
Glycolysis / Gluconeagenesis RECCO0010 1.002x10°% Glycolysis / Gluconeogenesis KEGG00010 3670%10°
Phagosome KEGG:04145 1.104x102
beta-Alanine metabolism KEGG:00410 1370x102
Biosynthesis of amino acids KEGG:01230 1486x102
Onidative phosphorylation KEGG:00190 1.558x102
Pyruvate metabolism KEGG:00620 2356x102
Valine, leucine and isoleucine degradation KEGG00280 2570%10?
Glutathione metabolism KEGG00480 3.249x10?
B Term name Term ID S Pagy o logulPeg) D Term name Term ID £ Pasy o ~109n(Pyq)
Cutin, suberine and wax biosynthesis KEGG:00073 3.340x10°° Fatty acid degradation KEGG00071 2.314x10%
Fatty acid elongation KEGG:00062 2.568x102 Valine, leucine and iscleucine degradation KEGG:00280 5.132x10*
Motor proteins KEGG04814 3.504x102 Arginine and proline metabolism KEGG00330 9.400x10°%
B of secondary KEGG01110 2498x10+
beta-Alanine metabolism KEGG00410 7.989x104
Alanine, and KEGG:00250 1304x107
Metabolic pathways KEGG:01100 1.398x107
Glutathione metabolism KEGG:00480 5.231x107
Galactose metabolism KEGG00052 7.983x10
Ascorbate and aldarate metabolism KEGG:00053 1.341x10%
Protein processing in endoplasmic reticulum KEGG:04141 2.834x10?
alpha-Linolenic acid metabolism KEGG:00592 3.208x102
E Yerm name Torm ID s Pasi 5 ~1991(Pps)
Flavonoid biosynthesis KEGG:00941 2077x10%
Isoflavonoid biosynthesis KEGG:00943 4280x10%

Sekil 4.18. Ataem ve 150-43 i¢in KEGG analizleri. A) Ataem kontrol-Ataem kuraklik kiyaslamasindaki KEGG yolaklar1 B) Ataem kuraklik-Ataem yeniden
sulama kiyaslamasindaki KEGG yolaklar1 C) 150-43 kontrol-10-43 kuraklik kiyaslamasindaki KEGG yolaklar1 D) 150-43 kontrol-150-43 yeniden sulama
kiyaslamasindaki KEGG yolaklar1 E) 150-43 kuraklik-150-43 yeniden sulama kiyaslamasindaki KEGG yolaklart
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GO:MF analizlerine bakildiginda Ustiin ve 101-15 kuraklik igin ilk sirada yer alan
molekiiler fonksiyon katalitik aktivite olurken, Ataem kuraklikta DNA-binding
transkripsiyon faktor aktivitesi, 150-43 kuraklikta ise klorofil baglanmasi ilk sirada
yer almustir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). GO:BP analizlerine bakildiginda Ataem
kuraklik ve 101-15 kuraklik i¢in ilk iki sirada fotosentez ve kiigiik molekiil metabolik
stiregleri yer almistir. Ataem kuraklik icin ilk sirada salisilik asit biyosentezi
bulunurken 150-43 kuraklik igin ilk sirada fotosentez yer almaktadir (Sekil 4.21 ve
Sekil 4.22). GO:CC analizleri tiim bitkiler i¢in kontrol, kuraklik ve yeniden sulama
uygulamalarinda rol oynayan hiicre, organel ve membran olarak karakterize edildi.
Ustiin ve 101-15 igin ilk siralarda fotosentez ile iliskili hiicresel bilesenler tespit
edilmistir. Bunlara ek olarak peroksizom ve NADPH dehidrogenaz gibi antioksidan

savunma sisteminde rol oynayan hiicresel bilesenler de bulunmustur (Sekil 4.23).

Diger bitki gruplarindan farkli olarak Ataem yeniden sulamada hiicre duvari, komsu
bitki hiicreleri arasindaki hiicre duvarlarina gémiilii olarak bulunan plasmodezmatalar
gibi hiicre duvari bilesenlerinin yani sira mikrotiibiil gibi hiicre iskeletini olusturan
yapilar, kinesin gibi tagiyict motor proteinler, niikleolous ve niikleozom gibi hiicresel
bilesenler tespit edilmistir. 150-43 kuraklik grubunda ilk sirada kloroplast yer alirken
peroksizomlar, glioksisomlar, hidrojenozomlar gibi mikrobody ailesinin {iyeleri

bulunmaktadir (Sekil 4.24).
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D GO:MF stats »n

A GO-MF e » [Z) Term name Term 1D Y Poss o ogela)
(7] catalytic activity GO0003824 | ses3xio i |
2] Term name Term ID £ Padj o ~10g0(Pag) o [£] structural constituent of cytoskeleton GO0005200 6.419x10% ==
= — . s . chiorophyll binding GO0016168 7.187x104
&) catalytic activity GOaTHA B 1002x1072  E— E active activity GO0015291 1488x10°
[l transferase activity, transferring alkyl or anvl (other tha... GO:0016765 I 3039x107 |t <) fructose 1.6-bisphasphate 1-phosphatase activity GO0042132 3.107x10°
7] calcium ion binding GO:0005509 B 9223x107 | | ] alucosyltransferase activity GO0046527 4240x107
[]  fructose 1,6-bisphosphate 1-phosphatase activity GO:0042132 I 1ss6x10° & calcium ion binding ﬁig‘; Z-x~:zz
) qlucosyitransferase activity GO:0046527 i 1787102 - e - SOt s
[] chiorophyil binding GO:0016168 I 1590x102 = 20d activity GO0046343 2324x10?
(] mannan synthase activity GO0051753 3.150x102
axdoreductase activity. acting on paired donors. with ... GO0016717 3.664x102
B GO:MF o » ) 2won 2 sulfur dluster binding GO0051537 4.429x102
E GO-MF stats »
(] Term name Term ID S Pacy lo T'Ogm(Pg,) 06 5y g Term 1D S Pas 5 ~10gi0(Pag)
[“] qglutathione transferase activity GO:0004364 I 776ax10° I | chiorophyi tindina GO0016168 895710 | =
() protein self-association GO:0043621 § 1s49x107 (R 7] endepeptidase inhibitor activity GO0004366 1022%107 [
[] oxidoreductase activity GO:0016491 B 7966x107 ] ] oxidoreductase activity 600016491 359810 [
[]  endopeptidase inhibitor activity GO:0004866 I 6949x10% [ I =) outathione transferase activity GO0004364 H“"Oz L
=) 8 -2 inq) activity GO-0004066 l 1.034%102 2| calkcium ion binding GO0005509 6293%10"
— AT <) symporter activity GO:0015293 1211x10
() carbohvdrate phosphatase activity GO:0019203 il 2389x10° D e i ari Py oot S
[Z]  UDP-glucose 4-epimerase activity GO:0003978 B 4s94x10? ] identical protein binding GO0042802 494910
! hexose transmembeane transporter activity GO0015149 2265x10%
| phosphoric ester hydrolase activity GO0042578 2387x102
| carbohwydrate phosphatase actwvity GO:0019203 2624x107
UDP-glucose 4-epimerase activity GO0003978 3.019x102
C GO:MF stats » F GO:MF stats »
B i nave Term ID - b ! ~logw(E) N r:, Term name Term ID S Pacy o ~10910(Pus) o
g = 100
(] isomerase activity GO:0016853 B sos7x10® T = mra- :N:vmmmmmam zgngj = ::::‘:g. |-
) electron transporter, transferring electrons within the ...~ GO:0045156 I 3ss0x10* L ) water channel activity GO:0015250 B 2040x10¢
) fructose 1,6-bisphosphate 1-phosphatase activity GO0042132 I sossxio* o B R e GO0016413 I 329710+
~] calcium ion binding GO:0005509 B 10e8x103 B froctose 1.6-bisphosphate 1-phosphatase activity GO0042132 I 3s35x10°
(] water channel activity GO:0015250 B 1975x10? ) oxidoreductase activity, acting on paired donors, with .. GO:0016717 B era3x103
7] thioredoxin-d iredoxin activity GO:0140824 I 1423102 & activiy. O-glycosy coooossss i 7499xi0?
] tocopherol cyclase activity GO:0009976 B 1s36x10? [)  peptidyl-prolvi cis-trans isomerase activity GO:0003755 N 3419x10?
[] omeqa-3 fatty acid desaturase activity GO:0042389 B a139x10?
[Z) serine-type peptidase activity GO:0008236 B asrex10®
) glucosyltransferase activity GO:0046527 N a912x102

Sekil 4.19. Ustiin ve 101-15 icin GO:MF analizleri. A) Ustiin kontrol-Ustiin kuraklik kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar B) Ustiin kontrol-Ustiin yeniden
sulama kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar C) Ustiin kuraklik-Ustiin yeniden sulama kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar D) 101-15 kontrol-101-
15 kuraklik kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar E) 101-15 kontrol-101-15 yeniden sulama kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar F) 101-15 kuraklik-
101-15 yeniden sulama kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar
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D GOMF stats »

Term name Term 1D £ [ o ~100iPea) ~
A GO:MF stats » ©) chiorophwit binding GO0016168 705410+ =
— () cataivtic activity GO0003024 9312101 =]
) Term name Term ID S Pa o ~10g910(pa) o GTPase activity GO0003924 2387x10% | ]
i = - 135 =10
(7] DNA-binding transcription factor activity coooos7oo I ss3sx10¢ Bl G e RO etk oo .
& sequence-specific DNA binding GO:0043565 I 1.529x102 2 iron, 2 sulfur chuster binding GO0051537 5875=10 =i
(] glutathione transferase activity GO:0004364 l 2.038=102 transferase activity. transferring alkyl of aryl (other tha... GO0016765 3877=10 §
” threonine-type peptdase actrty GO0070003 7.145%10¢ I
! UDP-galactosyitransferase activity GO:0035250 I 2679x10? ) proson ranemeaitirene traneparer actvity GO0015078 44732104
[“1  secondary active transmembrane transporter activity GO:0015291 I 28a2x10? (Z) electron transfer activity GO0009055 7353104
L structural molecule activity GO0005198 2655%10"
proten-1okenag chaperone binding GO0051087 4260=10"
sldehyde-lyase actnaty GO0016832 726010
[ unfolded protein binding GO0051082 1669x10°
B comr stats » B avortn phosshatess sctivity GO0017018 207810
2] oxidoreductase acthvity, acting on pared donors. with ... GO0016717 4011=107
7 Term name Term ID L Pacy o ~109n0(Pas) - wiamin binding GO0019842 4376%10°%
= [2] caicium ion binding GO0005509 4661%10°
() xyloglucanxyloglucosyl transferase activity GO:0016762 B 4290x10% i
] of chromati GO:0030527 B 1043x10% ‘ E cow stats »
[} hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds GO:0004553 B 1332x102 & T nsme Term ID = bg ~1ogi0(Pay)
( 2 0 o
) identical protein bindina GO:0042802 § 2383x10 <] protein self-association GO:0043621 7.718x10% E—
] oxidoreductase activity GO:0016491 1.860%10 ==
“] qglutathione transferase activity GO:0004364 2731x10%
7] endopeptidase inhibitor activity GO:0004866 3456x10
| UDP-qalactosyttransferase activity GC:0035250 1.709%10°%
] cation binding GO:0043163 2543%107
C GO:MF stats » ] unfoided protes binding GO:0051082 6880x103
— ] ferrous iron binding GO:0008198 8476x107
& Term name i S Pagy o JlogulPas) 7] symporter activity GO:0015293 1.186x102
() water channel activity GO:0015250 H 2043x10° | r——=ii| Jfenic iron binding GO:0008199 et
[“) hydrolase activity, acti GO:0016798 B s180x10® | ) pyridoucal phosphate binding GO0 i 14510
7 ' acting on glycosyl bonds : | orqanc anion transmembrane transporter actity GO:0008514 2491%102
- Jyloghic o5yl transferase activity Soio162 B 7347x10% ] qalactokinase actiity GO0004335 2961x102
/) pectin acetylesterase activity GO:0052793 B 1ss2x10* 7] protesn serine/threonine phosphatase activity GO:0004722 4671x102
] oxidoreductase activity. acting on metal ions GO:0016722 I asgex10* |
| pectate lyase activity GO:0030570 B 1427x102 | comr stats »
[Z) fatty acid alpha-hydroxylase activity GO:0080132 I 2026x102 ] Yerm name Torm 1D 2 ha 5 togulp)
| oxidoreductase activity GO:0016491 B 7ar2x104
| electron transfer activity GO:0009055 N 7018x107
isoprenoid binding GO:0019840 B 1030x10?
| hormone binding GO:0042562 B 1i0sx10?
| flavone synthase activity GO0033759 B 2008x107
ferric iron binding GO:0008199 B 227102

Sekil 4.20. Ataem ve 150-43 i¢in GO:MF analizleri. A) Ataem kontrol-Ataem kuraklik kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar B) Ataem kontrol-Ataem
yeniden sulama kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar C) Ataem kuraklik-Ataem yeniden sulama kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar D) 150-43
kontrol-150-43 kuraklik kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar E) 150-43 kontrol-150-43 yeniden sulama kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar F) 150-
43 kuraklik-150-43 yeniden sulama kiyaslamasindaki molekiiler fonksiyonlar
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D GO:BP stats »

A GOBP tat
stats » Term name Term ID E Pagy o ~10F(Pay) 3
[E] Term name Term 1D 2 b L . small molecule metabolic process GO:0044281 1352%10°"7 |
B ehotonynthesis GO0015979 7.068% 104 ————— photosynthesis GO:0015979 4873x10°"5 | E——— |
) el moleculls matsbolic process GODOL281 1476x10-1 [————"7] plant-type cell wall organization or bicgenesis GO:0071669 1950x10°* —
()  piament metabolic process GO0042440 3473x10" i to oxyge GO:1901700 9257x107 =]
(7] tructose 1.6-bisphoschate metabese process. GO:0030388 1.768x10¢ i} celiutar homeostasis GO:0019725 1174x10* ===
() cutathione metabolic process GO0006749 3127u104 celiutose biosynthetic process GO:0030244 2331x10° s
2] orqanic twdroxy compound metabolic process GOi1901615 5020104 pigment metabolic process GO:0042440 1318x10% I
i< - cefiulose biosyrthetic process GO:0030244 5357%10 requiaticn of stomatal movement GO:0010119 4454x10* I
L response to 0xvaen-containng compound GOx1901700 9577x10% lipid metabolic process GO-0006629 7.430x10*
(2] ool redox homeastasis GO0045454 1579%10°* ini process GO:0006778 2.713x10°%
1 lipid oxdation GO:0034440 2271107 % o
; complex oligomenzat GO:0051259 1.068x102
21 fructose 6-phosphate metabol process GO0006002 8506x10" pmm,m pw(m e om:m GO:0010411 3.558x102
) reaulation of stomatal movement 60010119 309810 A i g Aoy
[} plastid organization GO0009657 3157%10% acd 2 o st 4 .21“0-2
(7] hutamine metabosic process GO0008541 34145104 response to lipid S il
) GO0042546 4239x10°
coll wall biogeness E GOBP stats »
B GoBP stats » =) Yerm name Torm ID - Paay
Z] Term name Torm ID £ Pagy » ~109wlPag) o light vq in 1 GO:0009768 2.343=10"7
4 1 . small molecule catabolic process. GO0044282 3.747=107
=] response to inorganic substance GO:0010035 480410 | —] e to sbiotic stimulus GO:0009628 6161x107
] gutathione metabolic process GO0006749 1692x10°"% === 255 ORI GO:0009311 £763%107
— . ohigosaccharide ? x
protein complex ckgomenzaton Go0051259 4240%107 == i Schoapho S 5000060 sE32010
T
response 1o heat GO:0009408 2502 w:s [ sutathi aboBG prGoeEs: GO:0006749 7.003x10¢
[Z]  ongosaccharkde metaboic process GO0009311 300210 E response to inorganic substance GO:0010035 1.204x10%
J ' response to chitin ggﬁ 6841-:: Galactose metabolic process GO:0006012 6773x10%
: > e cellular lipid catabolic process GO:0044242 3.041x10°
gutamine famidy amino acid metabolic process GO008054 S5578= "73 celtoler homeostasie GO:0019725 3201=10°
response to sait stress wm:u :059"'0’3 spermidine biosynthetic prooess GO:0008295 3.498x107
! process  GOIS01071 08cx ‘gq hexose transmembrane transport GO:0008645 3519x102
asparagine biosynthetic process 60000632; if‘:‘:":w fatty acid beta-cxidation GO0006635 3824102
1
galactose metabolic process GO00060 x F GO-BP stats »
C GOEP stats » & Term name Term 1D - Py o ~1oeiPag) -
e e 2 b gl cell wall organization or bicgenesis GO0071554 2.084x10"%
= £ ! o photosynthesis GOL0015979 2.026x102
] photosynthesis GO0015979 2790x10° | il =y | | rhthmic process GO0048511 3.187=107
fructose 1,6-bisphosphate metabolic process GO:0030388 63930x10¢ pigment metabolic process GO0042440 1.455%10°%
GO:0044281 620310 sriciobsioctamide blosynthatis priciis GO0046364 3.692x10%
GO0016108 5515%104 b irasapot GO0006833 5.056%10+
GO:0006833 3798=10° | regulation of stosnetal moremant GO0010119 6330=10
GO0042420 3897107 process GO0006779 1830102
GO.0005586 2088x10" sucrose biosynthetic process GO0005986 3257x107
GO0009739 1747102 negative requlation of cydin-dependent proten serine...  GO0045736 4.444=107
. GO0045736 1772210° Sterol biosynthetic process GO0016126 9.878x107
[Z]  orqanic hydroxy compound metabolic process GO:1901615 4250%102 fructose 1.6-bisphosphate metabolic process GO0030388 2007%10*
Inositol metabolic process GO0006020 2564x102

Sekil 4.21. Ustiin ve 101-15 i¢in GO:BP analizleri. A) Ustiin kontrol-Ustiin kuraklik kiyaslamasindaki biyolojik siirecler B) Ustiin kontrol-Ustiin yeniden
sulama kiyaslamasindaki biyolojik siirecler C) Ustiin kuraklik-Ustiin yeniden sulama kiyaslamasindaki biyolojik siirecler D) 101-15 kontrol-101-15 kuraklik
kiyaslamasindaki biyolojik siiregler E) 101-15 kontrol-101-15 yeniden sulama kiyaslamasindaki biyolojik siiregler F) 101-15 kuraklik-101-15 yeniden sulama
kiyaslamasindaki biyolojik siiregler
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D GO:BP stats »

| Term name Term ID & Pag _ —logilpag) -
chotesyrthesis GOD015979 47100104 | ]
piament metablic process. GO0042440 2726=10 | ]
small molecule catabolic pracess: GOD044262 TOTT= A0 | ]
<] calular homeostasis GOO019T2S 1321% 9070 ]
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Sekil 4.22. Ataem ve 150-43 i¢in GO:BP analizleri. A) Ataem kontrol-Ataem kuraklik kiyaslamasindaki biyolojik siire¢ler B) Ataem kontrol-Ataem yeniden
sulama kiyaslamasindaki biyolojik siiregler C) Ataem kuraklik-Ataem yeniden sulama kiyaslamasindaki biyolojik siirecler D) 150-43 kontrol-150-43
kuraklik kiyaslamasindaki biyolojik siirecler E) 150-43 kontrol-150-43 yeniden sulama kiyaslamasindaki biyolojik siiregler F) 150-43 kuraklik-150-43
yeniden sulama kiyaslamasindaki biyolojik siirecler

90



C GOCC stats »

/| Term name Term 1D S Pag  ~10gy0(Pag) =
| chioroplast GO:0009507 | 2973x107 ]
| photosystem Il oxygen evolving complex GO:0009654 I 1.081x10% —

A Go:cc S » ‘| extrinsic component of membrane GO:0019898 fl s107x10%
7] Term name Term ID r ] Pus —togu(Pey) . ‘] NAD(P)H dehydrog complex GO0010598 I 3337:431
= = ) microl GO:0042579 80251
. o body
chioroplast GO:0009507 il &soonor | ] D). extiemat encapsifiiig siniime CO0030312 I 1e31x100
ehctonyiem B SOty § 1as0x107 F— (2] trans-Golgi network GO:0005802 I 176ax102
microbody GO:0042579 I as73x10%
| extrinsic component of membrane GO:0019898 I s091x10%
~] NAD(PIH dehvd complex (ol i GO:0010598 B 1s41x10¢
D coce stats »
] Term name Term 1D S Pag 5 ~10%u(Psa) -
| photosystem GO:0009522 § umixi0® | |
| plastoglobule GO:0010287 | 7999x10" ]
] autophagosome GO:0005776 P 1314x102
| peroxisome GO:0005777 I 1793x107
B GO:CC stats » E
GO:CC stats »
Term name Term ID £ P _ =10Gy(Pay) A =
. v | Term nam: Term ID S 5 ~10g10(Pacy)
photosystem |l oxygen evolving complex GO:0009654 § 1015x10® | plastid GO0009536 1 2'962"’0" [ —
“) extrinsic component of membrane GO:0019898 P 4708x10 = cell wall GO0005618 = 5.146x10°"7 _
g i 1 . 2 -9
7 NADPH complex GO:0010598 8 e&maxiom NAD(P)H dehydrog complex GO0010598 7.033%10"
photosystem Il oxyaen evolving complex GO:0009654 § 1189x10*
7] plasmodesma GO:0009506 § 1276x10¢
extraceliular region GO:0005576 B 2913x10¢
[7]  extrinsic component of membrane GO:0019898 § 1819x108
] cytochrome b6f complex GO0009512 § 1.190x102
7] microtubule GO:0005874 I 1308x10?

Sekil 4.23. Ustiin ve 101-15 i¢in GO:CC analizleri. A) Ustiin kontrol-Ustiin kuraklik kiyaslamasindaki hiicresel bilesenler B) Ustiin kuraklik-Ustiin yeniden
sulama kiyaslamasindaki hiicresel bilesenler C) 101-15 kontrol-101-15 kuraklik kiyaslamasindaki hiicresel bilesenler D) 101-15 kontrol-101-15 yeniden
sulama kiyaslamasindaki hiicresel bilesenler E) 101-15 kuraklik-101-15 yeniden sulama kiyaslamasindaki hiicresel bilesenler
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Sekil 4.24. Ataem ve 150-43 i¢in GO:CC analizleri. A) Ataem kontrol-Ataem yeniden sulama kiyaslamasindaki hiicresel bilesenler B) Ataem kuraklik-
Ataem yeniden sulama kiyaslamasindaki hiicresel bilesenler C) 150-43 kontrol-150-43 kuraklik kiyaslamasindaki hiicresel bilesenler D) 150-43 kontrol-
150-43 yeniden sulama kiyaslamasindaki hiicresel bilesenler
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Kuraklik stresi ile iliskili ABA biyosentezi, ABA sinyal iletimi, askorbat ve glutatyon

mekanizmalarinda rol oynayan genleri belirlemek i¢cin DEG’ler analiz edildi. Bu

genlerin Ustiin, 101-15, Ataem ve 150-43 kuraklik gruplarindaki anlatim degisimleri

belirlendi (Tablo 4.7).

Tablo 4. 10. ABA biyosentezi, ABA sinyal iletimi, askorbat ve glutatyon mekanizmalar ile
iliskili genlerin Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43 kuraklik gruplarindaki anlatim degisimi

GEN ID/ GEN Ustiin 101-15 Ataem 150-43
AILESI Kurakhk Kurakhk Kurakhk Kuraklik
GLYMA _15G006800 -0,26 -0,2
(WRKY)

GLYMA 08G176300 +41,77 +65,1 +16,73 -0,13
(NCED)

GLYMA 15G250100 +31,83 +56,28 +26,68

(NCED)

GLYMA 11G055700 +5,76 +7,33 +3,43 +19,28
(ZEP)

GLYMA 03G222600 +17,75
(SDR)

GLYMA _ -0,012 -0,06 -0,008
03G014300

(SDR)

GLYMA _15G237900 -0,34
(MYB)

GLYMA 14G221200 -0,03 -0,10
(CAD)

GLYMA 19G105100 -0,05
(CHS)

GLYMA _06G040400 +4,5 +9,39 +5,58 +4,87
(ABF2)

GLYMA _10G075000 -0,029 -0,026 -0,0092
(ABF)

GLYMA_10G138800 -0,09 -0,02
(PILI5)

GLYMA 19G010100 -0,2 -0,22
(HOX16)

GLYMA _08G298400 -0,06 -0,03
(AtHB-13)

GLYMA 18G065200 +3,02
(DIVARICATA)

GLYMA 06G164900 +2,6 +3,02 +1,47
(ARF2A)

GLYMA _09G282900 -0,04 -0,03
(CYP707A)

GLYMA 14G162100 +107,5 +180,25 +57,85 +122,8
(PP2C)

GLYMA 19G069200 +11,83 +32,39 +39,02
(PP2C)

GLYMA_17G148800 +5,36 +14,44
(SNRK)

GLYMA _09G066700 +3,85 +9,38 +13,54

(SNRK)
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Tablo 4. 11. ABA biyosentezi, ABA sinyal iletimi, askorbat ve glutatyon mekanizmalari ile
iliskili genlerin Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43 kuraklik gruplarindaki anlatim degisimi
(devami)

GLYMA_04G039300 +4,45 +8,65 +4,84 +5,15
(ABF)

GLYMA_02G292800 -0,44
(VTC2-5)

GLYMA_09G011100 -0,1 -0,24 -0,22
(VTC4)

GLYMA_05G214000 +4,18 +3,82 +4,1
(PGD)

GLYMA_01G219400 +76,02  +180,48 +32,2 +280,5
(GPX)

GLYMA_19G105100 +3,16
(CHS)

GLYMA_15G251500 +6,14 +3,83 +6,76
(GST)

GLYMA_07G155500 -0,089 -0,075 -0,074 -0,058
(PYR/PYL)

GLYMA_01G124700 -0,056 -0,025 -0,047
(PYR/PYL)

GLYMA_07G056900 -0,026 -0,33

(PYR/PYL)

GLYMA_14G056300 -0,055 -0,19
(PYR/PYL)

4.4.2. Kuraklhik Stresi Alinda ABA Biyosentezi ve Sinyal Yollarinda Yer Alan
DEG’ler

Onemli bir bitki hormonu olan ABA, kuraklik stresinde temel bir rol oynar. Bu
nedenle, transkriptom verilerinde ABA biyosentezi ve ABA bagimli sinyal iletimi ile
iligkili genlerinin ifade gen anlatim profilleri aragtirildi. ABA biyosentezinde yer alan
Zeaksantin’den Violasantin iiretiminde rol oynayan ZEP (GLYMA_11G055700)
geninin anlatiminda artis (19,28) en yiiksek 150-43 Kuraklik grubunda belirlenmistir.
ABA sentezindeki anahtar genlerden biri olan NCED1’in (GLYMA_08G176300)
anlatim1 150-43 kuraklik hari¢ tiim kuraklik gruplarinda artarken 150-43 kuraklikta
azalmistir. Baska bir NCED (15G250100) geni icin 56,28 kathik artisiyla 101-15
Kuraklik grubunda en yiiksek anlatim profili goézlemlenirken, 150-43 Kuraklik
grubunda bu gene ait anlatim gozlemlenmemistir. ABA sentezinde rol oynayan
SDR’nin  (GLYMA 03G222600) anlatimi yalnizca 150-43 kuraklik grubunda

belirlenmistir.
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Kuraklik stresine yanitta en dnemli mekanizma olarak degerlendirilen ABA bagiml
yolakta gorevli PYR/PYL (GLYMA 07G155500, GLYMA_01G124700,
GLYMA _07G056900, GLYMA_14G056300) genlerinin anlatimlart olduk¢a
diisiikken PYR/PYL ile zit bir sekilde ¢alisan PP2C genlerinde anlatim artiglari
gozlemlenmistir.  Kuraklik  stresi altinda iki ABA  kaynakli PP2C
icin (GLYMA 14G162100 ve GLYMA 19G069200) Ustiin kuraklik,101-15 kuraklik
ve 150-43 kuraklik gruplarinin tamaminda anlatim artisi gozlemlenmistir. Ataem
kuraklik grubunda ise yalnmizca GLYMA 14G162100 i¢in anlatim artis1 tespit
edilmekle birlikte bu artis diger gruplara kiyasla oldukca diisiiktiir. ABA bagimli
yolakta rol oynayan diger bir gen ailesi olarak SnRK (GLYMA_17G148800,
GLYMA_09G066700) icin iki tane gen belirlenmistir. GLYMA 17G148800 icin
Ustiin ve Ataem kuraklikta herhangi bir gen anlatimi belirlenemezken 101-15 (5,36
kat) ve 150-43(14,44 kat) kuraklik gruplarinda genin anlatimi artmustir.
GLYMA_ 09G066700 geni igin Ustiin kuraklik (3,85 kat), 101-15 kuraklik (9,38 kat)
ve 150-43 (13,54 kat) kuraklik gruplarinda anlatim artis1 belirlenirken Ataem kuraklik
grubu i¢in anlatimi saptanamamistir. Son olarak, iki ABF transkripsiyon faktoriiniin
(GLYMA_06G040400, GLYMA _04G039300) anlatimi tiim kuraklik gruplarinda
artis gdstererek sirayla ABA'ya yanit veren genlerin aktivasyonunu diizenlemistir. Iki
GmHDZIP (19G010100,08G298400), iki GmMYB(15G237900, 18G065200) , ve
bir GmMWRKY (GLYMA_15G006800) geninin 150-43 kuraklik grubunda anlatimi
belirlenmistir. iki HDZIP geni ve MYB (GLYMA_15G237900) geninin anlatiminda
azalma diger MYB (GLYMA 18G065200) geninin anlatiminda artis belirlenmistir.
Ataem kuraklik ve 101-15 kuraklik gruplarinda bu ii¢ gen ic¢in anlatim tespit
edilemezken Ustiin kuraklik grubunda HDZIP (19G010100,08G298400) genlerinin
anlatiminda  azalma tespit edilmistir. Dehidrin  ailesine ait iki gen
(GLYMA_07G090400 ve GLYMA _09G185500) i¢in anlatim artiglar1 tiim kuraklik
gruplarinda tespit edilmistir. GLYMA 09G185500 icin en yiiksek anlatim artisi
gosteren grup Ataem kuraklik (+10187,76) olarak belirlenirken GLYMA_07G090400
icin en yiiksek anlatim artig1 150-43 kuraklik (+13541,36) olarak belirlenmistir.
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4.4.3. Kuraklik Stresi Altinda Askorbat ve Glutatyon Mekanizmalarinda Yer
Alan DEG’ler

Kuraklik stresi altinda soyada askorbat biyosentezi ve glutatyon metabolizmasiyla
ilgili genleri belirlemek icin DEG'ler analiz edildi. iki DEG'in kuraklik stresinde
askorbat metabolizmasiyla baglantili oldugu bulundu. VTC2-
5 (GLYMA_02G292800) sadece 150-43 kuraklik grubunda anlatim (-0,44 Kkat)
gosterdi. VTC4 geni (Glyma.09G011100) 101-15 kuraklik grubunda bir anlatim
gostermezken Ustiin kuraklik (-0,1), Ataem kuraklik (-0,24) ve 150-43 kuraklik (-
0,22) i¢in anlatimda azalma belirlenmistir. Glutatyon mekanizmasinda gorevli GPX
(GLYMA _01G219400) geninin anlatimi ele alindiginda en diisiik artis Ataem-07
kuraklik (32,2 kat) grubu olarak belirlenirken en yiiksek anlatima sahip grup 150-43
(280,5 kat) olarak belirlenmistir. Glutatyon metabolizmasinda yer alan diger bir gen
olan GST’nin (GLYMA 15G251500) anlatimi incelendiginde en yiiksek artis 6,76 kat
ile yine 150-43 kuraklik grubu olarak tespit edilmistir.

4.4.4. Yeniden Sulama Uygulamasindaki DEG’ler

Kuraklik stresinden sonra yeniden sulama uygulamasi ile bitkilerin iyilegsme
yeteneklerini degerlendirmek amaciyla farkli olarak anlatim yapan genler belirlendi.
Tiim gruplar arasinda en az DEG sayis1 150-43 yeniden sulamada bulundu (Sekil
4.25). Ustiin yeniden sulamada 1348 genin anlatim1 artarken 502 genin anlatimi
azalmistir.101-15 yeniden sulamada 1981 genin anlatiminda artis 534 genin
anlatiminda azalis belirlenmistir. Ataem-07 yeniden sulamada 905 gende analtim artis1
304 gende anlatim azalis1 bulunurken mutanti olan 150-43 yeniden sulamada 48 genin
anlatiminda artis 121 genin anlatiminda azalma belirlenmistir. Ustiin-1, Ataem-07 ve
150-43 yeniden sulama icin bir ortak gen, Ustiin ve 150-43 yeniden sulama icin alt1
ortak gen, Ustiin,101-15 ve 150-43 yeniden sulamada iki ortak gen, 101-15 ve 150-43
mutantlarinda ii¢ ortak gen, Ataem ve 150-43 yeniden sulamada alt1 ortak gen

bulunmustur.
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101-15D-101-15SRW AD-ARW

966
(24.6%)

498
(12.7%)

427
(10.9%)

903
(23%)

150-43D-150-43RW

Sekil 4.25. Ustiin-1, 101-15, Ataem-07 ve 150-43 soya bitkilerinde kuraklik stresi ardindan
yeniden sulama uygulamasindaki DEG’ler. (D: kuraklik, RW: yeniden sulama)

Kuraklik stresi yanitindaki hedef genlerin yeniden sulamadaki anlatim degisimleri
Tablo 4.8’de verilmistir. Kuraklik stresi ile artan ABF (GLYMA _ 04G039300) ve
ABF2 (GLYMA_06G040400) yeniden sulama ile Ustiin-1, 101-15 ve Ataem-07’de
azalirken 150-43 yeniden sulamada anlatim belirlenmemistir.

Kuraklik stresinde azaldigi bilinen ABF (GLYMA 10G075000) geni yeniden sulama
ile birlikte Ustiin (+11,49 kat) ve 101-15 (+14,83 kat) yeniden sulamada artis
gostermistir.

Kuraklik stresinde anlatimi artan iki PP2C geninde (GLYMA_14G162100 ve
GLYMA _19G069200) yeniden sulama ile birlikte anlatiminda azalma tespit
edilmistir. GLYMA 14G162100 geni Ustiin yeniden sulamada -0,14 kat, 101-15
yeniden sulamada -0,25 kat azalirken Ataem-07 ve mutanti olan 150-43 yeniden

sulamada anlatim belirlenmemistir.
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GLYMA 19G069200 geni yalnizca Ustiin yeniden sulamada -0,24 kat azalmustir.
101-15, Ataem ve 150-43 yeniden sulamada bu gen i¢in anlatim tespit edilmemistir.
PYR/PYL (GLYMA 01G124700) geni igin yalmzca Ustiin ve mutant1 101-15
yeniden sulamada anlatim belirlenmistir. PYR/PYL (GLYMA 01G124700) geni
Ustiin yeniden sulamada +11,64 kat artarken 150-43 yeniden sulamada +9,57 kat artis
gostermistir. Kuraklik stresi altinda anlatimi belirlenen gruplarda artis gosteren iki
SnRK geni i¢in yeniden sulamada da anlatim degisimi belirlenmistir. Bu genler i¢in
kuraklik stresinden farkli olarak yeniden sulamada anlatimlarinda azalma tespit
edilmistir. SnRK (GLYMA 17G148800) geninin anlatiminda -0,28 kat azalma ile
Sadece Ustiin yeniden sulamada belirlenirken diger SnRK (GLYMA 09G066700)
geninin Ustiin (-0,38 kat) ve mutanti olan 101-15te (-0,36 Kat) anlatim1 azalmustir.
Askorbat metabolizma ile iligkili VTC4 geni (Glyma.09G011100) i¢in kuraklik
stresinde 101-15 kuraklik grubunda anlatim gdstermezken Ustiin, Ataem ve 150-43
kuraklikta anlatimda azalma belirlenmisti. Yeniden sulama ile birlikte bu genin
anlatim artis1 yalmzca Ustiin (+8,58) ve 101-15 (+6,41) yeniden sulamada tespit
edilmistir. Ataem ve 150-43 yeniden sulama gruplarinda anlatim gostermemistir.
ABA biyosentezinde rol oynayan ZEP (GLYMA_11G055700) genindeki anlatim
artis1 kuraklik stresi altinda en yiiksek 150-43 (+19,28) grubunda belirlenmistir.
Yeniden sulama uygulamasindan sonra ZEP (GLYMA 11G055700) geni i¢in 150-43
mutantinda anlatim belirlenemezken Ustiin ve 101-15 yeniden sulama gruplarinda bu
genin anlatimimin azaldigi bulunmustur. ABA sentezinde rol oynayan diger bir gen
olan SDR’nin (GLYMA 03G222600) anlatim1 kuraklik stresi altinda yalnizca 150-43
kuraklik grubunda belirlenmisti. Bunun aksine yeniden sulama ile birlikte 150-43
mutantinda bu genin anlatimi belirlenemezken Ustiin ve mutanti olan 101-15 yeniden

sulama gruplarinda sirasiyla +29,15 ve +7,66 kat artisla anlatim gdstermistir.
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Tablo 4.8. Kuraklik stresi iliskili genlerin yeniden sulama uygulamasi sonrasi1 Ustiin,101-15,
Ataem ve 150-43 gruplardaki anlatim degisimi

GEN ID/ GEN AILESI Ustiin 101-15 Ataem 150-43
Yeniden Yeniden Yeniden Yeniden
Sulama Sulama Sulama Sulama

GLYMA _11G055700 -0,2 -0,4

(ZEP)

GLYMA_03G014300 +29,15 +7,66

(SDR)

GLYMA _06G040400 -0,18 -0,26 -0,23

(ABF2)

GLYMA _04G039300 -0,21 -0,32 -0,26

(ABF)

GLYMA _10G075000 +11,49 +14,83

(ABF)

GLYMA _08G298400 +6,26

(AtHB-13)

GLYMA _14G162100 -0,14 -0,25

(PP2C)

GLYMA _19G069200 -0,24

(PP2C)

GLYMA_17G148800 -0,28

(SnRK)

GLYMA _09G066700 -0,38 -0,36

(SnRK)

GLYMA _04G039300 -0,21 -0,32 -0,26

(ABF)

GLYMA _09G011100 +8,58 +6,41

(VTC4)

GLYMA_01G124700 +11,64 +9,57

(PYR/PYL)

DEG'lerin daha detayli analizi i¢in, yeniden sulamaya yanit olarak farkl sekilde ifade
edilen genler belirlenmistir (Tablo 4.9). GLYMA_17G030400, GLYMA_10G059200,
GLYMA 10G274400 ve GLYMA 16G142300 genleri i¢in anlatim yalnizca 150-43
yeniden sulama  grubunda  tespit edilmistir. GLYMA 17G030400,
GLYMA _10G059200 genleri 150-43 yeniden sulamada sirasiyla -0,04 ve -0,03 kat
olarak anlatimda azalma gosterirken GLYMA 10G274400 geni +5,04 kat ve
GLYMA _16G142300 geni +6,94 kat ile anlatimda artis gostermistir.

101-15 ve 150-43 mutantlar1 arasinda ortak olarak anlatimi1 olan GLYMA_18G094600
geni 101-15 yeniden sulamada -0,047 kat azalis gosterirken, 150-43 yeniden sulamada
+6,14 kat artis gostermistir. GLYMA_ 01G178800 geninde de benzer sekilde 101-15
yeniden sulamada -0,28 kat azalis belirlenirken 150-43 yeniden sulamada +2,35 kat

artis belirlenmistir.
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Tablo 4.9. Yeniden sulama uygulamasindaki DEG’lerin Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43
gruplarindaki anlatim degisimi

GEN ID/ GEN AiLESI Ustiin 101-15 Ataem 150-43
Yeniden Yeniden Yeniden Yeniden
Sulama Sulama Sulama Sulama

GLYMA _12G023300 +30,73 -0,20

PREDICTED: Glycine

max L-ascorbate oxidase

homolog

GLYMA_11G097300 +12,55 -0,28
PREDICTED: Glycine

max L-ascorbate oxidase

homolog

GLYMA_14G176400 +7,14 -0,32
Glycine max protein

phosphate-induced 1

GLYMA _08G193500 +6,34 +4,30
PREDICTED: Glycine

max beta-galactosidase 1

GLYMA _08G179600 -0,46 -0,48
Glycine max cationic

peroxidase 2-like

GLYMA_01G178800 -0,28 +2,35
Glycine max probable

vacuolar amino acid

transporter YPQ1

GLYMA_17G138500 +6,17 +5,37
Glycine max acid beta-

fructofuranosidase

GLYMA_20G127500 +3,33 +2,14
PREDICTED: Glycine

max stress enhanced

protein 1, chloroplastic

GLYMA _19G262700 -0,46 -0,39
PREDICTED: Glycine

max ethylene-responsive

transcription factor

RAP2-2

GLYMA_11G077800 -0,41 -0,43
PREDICTED: Glycine

max thaumatin-like

protein 1

GLYMA_17G138500 +6,17 +5,37
Glycine max acid beta-

fructofuranosidase

GLYMA _09G016400 -0,13 -0,04 -0,47
Glycine max heavy metal-

associated isoprenylated

plant protein 47

GLYMA _08G179600 -0,46 -0,48
Glycine max cationic

peroxidase 2-like

GLYMA _11G097300 +12,55 -0,28
PREDICTED: Glycine

max L-ascorbate oxidase

homolog
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Tablo 4.9. Yeniden sulama uygulamasindaki DEG’lerin Ustiin,101-15, Ataem ve 150-43
gruplarindaki anlatim degisimi (devami)

GLYMA_12G023300 +30,73 -0,2

PREDICTED: Glycine

max L-ascorbate oxidase

homolog

GLYMA_17G030400 -0,04
Glycine max stress-

induced protein SAM22

(PR-10)

GLYMA_10G059200 -0,03
PREDICTED: Glycine

max alpha carbonic

anhydrase 7

GLYMA_08G193500 +6,34 +4,30
PREDICTED: Glycine

max beta-galactosidase 1

GLYMA _10G274400 +5,04
PREDICTED: Glycine

max 3-ketoacyl-CoA

synthase 6

GLYMA_18G094600 -0,047 +6,14
Glycine max small heat

shock protein,

chloroplastic

GLYMA_16G142300 +6,94
PREDICTED: Glycine

max lysosomal amino

acid transporter 1

4.5. GMNFYA5 ANLATIMININ gqRT-PZR ILE SAPTANMASI

RNA-seq'ten elde edilen gen ifadesi verilerini dogrulamak i¢in, qRT-PZR analizi i¢in
son yillarda siklikla ¢alisilan 6zellikle ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolaklarda
farkli genlerle etkilesime girerek kuraklik stresi toleransinda rol oynadigi bilinen
NFYAS geni secilmistir. NFYAS gen anlatim ifadelerindeki degisim Sekil 4.26°da
gosterilmistir. Tlim gruplarda gen ifadesi kuraklik stresi ile birlikte artis gostermekle

birlikte yeniden sulama uygulamasi sonucunda azalmastir.
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Sekil 4.26. Soya bitkilerinde kuraklik stresi ve yeniden sulama ile birlikte NFYAS gen
anlatimi degigimi

Ustiin kuraklik 1,5 kat artis gdsterirken yeniden sulamada bu deger 0,3 kata diismiistiir.
101-15 kuraklik grubu kontrol grubuna kiyasla ortalama 1,4 kat bir artig gostermistir.
Yeniden sulama uygulamasinda gen ifadesindeki degisim 0,5 kat olarak belirlenmistir.
Ataem kuraklik grubunda Ataem kontrole kiyasla 5,7 kat artis hesaplanirken yeniden
sulama uygulamasinda kontrole kiyasla 1,8 kat artis gézlemlenmistir. 150-43 kuraklik
grubunda gen ifadesindeki artis 6,2 kat olarak hesaplanirken yeniden sulama ile

birlikte gen ifadesindeki degisim 0,8 kat olarak belirlenmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda NFYAS5 gen ifadesindeki en biiylik artis 150-43 (6,2 kat)
kuraklik bitkilerinde belirlenmistir. Benzer sekilde kuraklik stresinden sonra bitkilerin
iyilesme yeteneklerinin degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilen yeniden sulama
uygulamasinda 0,8 kat ile 150-43 yeniden sulama grubu kontrol bitkilerine en yakin

deger olarak belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Kiiresel iklim degisikliginin en biiylik belirtisi olarak kuraklik, iiriin {iretimi ve
veriminde diisiise yol agmaktadir. Soyada kuraklik stresi mekanizmasinda rol oynayan
pek cok gen ailesi tanimlanmis olsa da soyanin kurakliga dayanikliligina iliskin
molekiiler altyapilar sinirli kalmigtir. Bu tez kapsaminda V3 agamasindaki mutant soya
bitkilerinde kuraklik stresi yanit mekanizmalar1 ve NFYAS transkripsiyon faktoriiniin
bu yanit mekanizmasindaki rolii arastirildi. Kuraklik stresinden sonra bir giin boyuna
bitkilerin kuraklik stresi sonrasi iyilesme yeteneklerinin tespiti i¢in yeniden sulama
uygulamasi gergeklestirildi. Bu uygulamalarin soyada verdigi yanitlarin anlasilmasi

icin fizyolojik, biyokimyasal ve transkriptomik analizler yapildi.

Tez kapsaminda elde edilen fizyolojik veriler kuraklik stresinin soya gelisimi
tizerindeki olumsuz etkileri oldugunu gostermistir. Gelisim siirecinde &zellikle
yapraklarin ciddi 6l¢iide soldugu, kivrildigi ve susuz kaldigi gozlemlenmistir. Yeniden
sulama uygulamasi ile tiim bitki gruplarinda iyilesme dereceleri tespit edilmistir. Bitki
yapraklarinin fenotipi dogrudan kuraklik stresinin etkisini yansitmaktadir (Li ve ark.,
2022b). Birg¢ok ¢alismada, kuraklik stresi ardindan yeniden sulamanin bitkilerde fizyo-
biyokimyasal diizeyde stresin etkilerini telafi edebilecegini gostermistir. 2019 yilinda
gerceklestirilen calismada 6  gilinliik  kuraklik  stresine maruz  birakilan
Glycyrrhiza fideleri kuraklik stresinden sonra yeniden sulanmustir. Yeniden sulama ile
SOD, CAT ve APX aktiviteleri, prolin ve ¢6ziiniir protein iceriklerinin dnemli 6lgiide
artarken, MDA, ¢oziiniir seker igerikleri ve POD aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azalmistir

(Dong ve ark.,2019).

Bu sebeple sonuglarimiz dogrultusunda bitkilerin uzun siireli kuraklik stresi ardindan
yeniden sulama ile stresin olumsuz etkilerinin azalabilecegini gdsterilmekle birlikte

kuraklik stresi mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in de potansiyel bir yaklasim olabilir.

Bitkilerin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde stres tepki mekanizmalari
araciligiyla kuraklik hasarim1 azaltmak icin ¢esitli cevaplar verdigi gosterilmistir.
Bulgularimizda, stresle iligkili yanitlardan olan MDA igerigi kuraklik stresi ile tiim
kontrol ve mutant bitkilerde artis gostermistir. Yeniden sulamada ise tiim bitkiler
arasinda 150-43 bitkilerinde kuraklik stresi ile artan MDA igeriginin istatistiksel
olarak anlamli 6l¢iide azaldig1 belirlenmistir. Bitkilerin kuraklik stresine yanit verme
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yetenegini yansitmak i¢in MDA igerigi, lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Onceki calismalar, misir ve soyada kuraklik stresinin yogunlugu ve
stiresi arttikga MDA diizeylerinin arttigin1 géstermistir (Wang ve ark., 2022; Li ve ark.,
2022D).

Bitkiler ayrica kuraklik stresinin neden oldugu hasar1 azaltmak i¢in ozmotik
diizenleme stratejileri benimsemektedir. Ozmotik molekiillerden biri olan prolin
calismamizda 6zellikle kuraklik stresi altinda tiim bitkilerde 3 kat artis gostermistir.
Yeniden sulamadan sonra kuraklik stresinde artan prolin seviyesinde azalma
goriilmiistiir, MDA igeriginde oldugu gibi yeniden sulamada en iyi yanit veren grubun
150-43 soya mutanti oldugu saptanmistir. Prolin, ¢Oziiniir sekerler ve ¢Oziiniir
proteinler gibi ozmotik olarak aktif molekiiller, stres altinda ozmoregiilasyon ve
dehidratasyonun 6nlenmesinde rol oynamaktadir. Soya bitkilerinde gergeklestirilen
bir galismada kurakligin siiresi arttikga prolin igeriginin arttig1 gdzlemlenmistir (Wang
ve ark.,2022). Kuraklik stresinden sonra yeniden sulamanin stres sirasinda biriken
prolin, ¢oziliniir sekerler ve MDA gibi antioksidan maddelerin igerigini 6nemli dl¢iide

azalttigini bildirmistir (Zhang ve ark., 2004; Dong ve ark., 2019).

Klorofil, fotosentez icin hayati Onem tasiyan tilakoid zarindaki pigment-protein
kompleksinin 6nemli bir bilesenidir. Kuraklik stresi ile tiim gruplarda klorofil
iceriginde azalma meydana gelmistir. 150-43 kuraklik grubunda bu azalma diger
gruplara gore daha az olarak belirlenmistir. Yeniden sulama ile birlikte en yiiksek total
klorofil i¢erigine sahip grup 150-43 yeniden sulama olarak belirlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda 6zellikle 150-43 i¢in kuraklik stresinin hasarinin yeniden sulama ile
telafi edilebildigi gozlemlenmistir. Kuraklik stresi klorofil a, b ve toplam klorofil

igerigini 6nemli 6l¢iide azaltabilir (Poudel ve ark., 2023).

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen tiim biyokimyasal analizlerde kuraklik stresine
yanit ve yeniden sulamanin etkisi en iyi 150-43 grubunda belirlenmistir. Bu bulgular
dogrultusunda V3 asamasindaki 150-43 mutant bitkilerin diger bitkilere kiyasla

kuraklik stresine daha toleranslt oldugu saptanmustir.
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2019 yilinda yapilan bir arastirmada yeniden sulamanin kuralik stresi etkisini telafi
edebilmesinde bitkinin strese maruz kaldigi biiylime asamasina, stres seviyesine ve
yeniden sulama sonraki zamana goére degisebildigini gosterilmistir ve soya bitkilerinde
en hizli iyilesme oraninin R5 asamasina gére V3 asamasinda oldugunu tespit

etmiglerdir (Dong ve ark., 2019).

Soyada kuraklik stresi ile iligkili TF'ler ve potansiyel gen yolaklart GO ve KEGG
analizleri ile belirlenmistir.

Ustiin ¢esidinin Ataem ¢esidine gore kuraklik stresindeki DEG sayilar1 daha yiiksektir.
Ustiin mutant1 olan 101-15 bitkilerinde Ustiine gore daha az DEG elde edilmistir.
150-43 mutant bitkilerinde Ataem’e gore kuraklik uygulamasinda DEG sayisinin
oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir. DEG sayis1 150-43 mutant bitkilerinde 7630
olarak saptanirken 101-15 mutantinda 2091olarak bulunmustur. Sonug olarak tiim
gruplar arasinda mutant soya bitkisi 150-43 kuraklik en fazla DEG sayisina sahip grup
olarak belirlenmistir. Kuraklik stresinden sonra yeniden sulama i¢in 101-15 hattinda
Ustiin ¢esidine kiyasla DEG sayilarinda artis belirlenirken 150-43 hattinda Ataem
¢esidinde gore azalma saptanmistir

2018 yilinda soyada (Glycine max L.cv. Williams) kuraklik stresinin etkisini
anlasilmas1 amaciyla gergeklestirilen transkriptomik bir calismada toplam 2771
genden, 1798 genin anlatimin arttig1 ve 973 genin anlatiminin azaldigi bulunmustur
(Xu ve ark.,2018). Li ve ark., tarafindan 2022b yilinda kurakliga hassas ti¢ farkli
kuraklik stresinde (7-17-27 giin) swrasiyla toplam 2214, 3684 ve 2985 DEG

tanimlanmustir.

NF-Y'ler ABA sinyal yollarinin diizenlenmesinde kilit rol oynamaktadir. NF-Y'ler,
kuraklik stresinde ABA'ya bagli yanit olarak bilinen ABA sentezini veya ABA
sinyallerine yaniti diizenlemede yer almaktadir (Kishor ve ark., 2023). ABA,
stomalarin kapanmasi, protein, ¢Oziinlir seker ve amino asit igeriklerinin
diizenlenmesini saglayan kuraklik stres toleransinda 6nemli rol oynayan bir bitki
hormonudur. Bu nedenle, transkriptom verilerinde ABA biyosentezi iligkili genlerin
ifade profillerini aragtirdik. Bulgularimizda ZEP (GLYMA_11G055700), SDR
(GLYMA _03G222600) ve iki NCED (GLYMA_08G176300 ve
GLYMA _15G250100) geninin ABA biyosentezinde rol oynadig: belirlenmistir. Bu

ic gen icin kuraklik grubu bitkilerinde digerlerinden farkli anlatim profillerine sahip
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grup 150-43 kurakliktir. ZEP (GLYMA_11G055700), SDR (GLYMA _03G222600)
genleri i¢in tiim bitkilerde anlatim artis1 belirlenmistir. En yiiksek anlatim artisi iki gen
icin de 150-43 kuraklik grubudur. GLYMA_08G176300 ve GLYMA_15G250100
NCED genlerinin anlatim profillerine bakildiginda tiim gruplarda artis tespit
edilmistir. Fakat gruplar arasinda en az anlatim artig1 150-43 grubunda belirlenmistir
(Sekil 5.1).

Li ve ark., tarafindan 2022b yilinda kurakliga hassas soyada kuraklik stresi yanitlarinin
arastirilmasi amaciyla gerceklestirilen calismada ZEP (GLYMA 11G055700) ve SDR
(GLYMA _03G222600) genlerinin anlatiminda azalma, NCED
(GLYMA _08G176300) geninin anlatiminda artis belirlenmistir.
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Gergeklestirilen RNA sekanslama sonuglarinda kuraklik stresindeki ABA bagimli
yolakta rol oynayan genlerin anlatim profilleri de incelenmistir. Bulgularimizda dort

tane PYR/PYL (GLYMA _07G155500, GLYMA 01G124700,
GLYMA _07G056900, GLYMA _14G056300) geni belirlenmistir. Kuraklik stresinde
Ustiin ¢esidinde GLYMA 07G155500, GLYMA 01G124700,

GLYMA_07G056900, GLYMA 14G056300 genleri varken 101-15 mutantinda
sadece iki tane gen (GLYMA_07G155500, GLYMA_01G124700) bulunmaktadir.
Kuraklik stresinde Ataem-07’de GLYMA_07G155500, GLYMA_07G056900 genleri
bulunurken 150-43 mutantinda GLYMA_07G155500, GLYMA_01G124700,
GLYMA_14G056300 genleri bulunmaktadir. Yukarida ifade edilen dort gen -0,02 ve
-0,3 kat araliginda azalmistir. Mutantlar ile soya cesitleri arasinda gen anlatim

farkliliklar1 bulunmaktadir.

Bu dort PYR/PYL geni igin tiim kuraklik gruplarinda anlatimda azalma
gozlemlenirken inhibe ettigi PP2C(GLYMA_14G162100, GLYMA_19G069200)
genlerinde anlatim artis1 gdzlemlenmistir. Ustiin ¢esidinde sirastyla 107,5 ve 11,83 kat
artis mutantinda ise sirasiyla +180,25 ve +32,39 kat artis belirlenmistir. Ataem-07"de
sadece GLYMA _14G162100 geni bulunmustur. Bu gen +57,85 kat artis géstermistir.
Mutantinda ise GLYMA_14G162100, GLYMA_19G069200 genleri sirasiyla +122,8

ve +39,02 kat olarak belirlenmistir.

ABA, PP2C'nin fosfataz aktivitesini baskilayan PYR/PYL reseptorleri tarafindan
algilanir (de Melo ve ark.,2022). PP2C’nin etkilesimde oldugu iki SnRK
(GLYMA_17G148800, GLYMA_09G066700) geninin anlatimi en yiiksek 150-43
kuraklik grubunda tespit edilmistir.

Bulgularimizda kuraklik stresi altinda ABF2 (GLYMA 06G040400) ve ABF
(GLYMA _04G039300) genlerinde anlatim artisi tespit edilmistir.101-15 mutantinda
150-43’¢ gore daha fazla artig gostermistir (Sekil 5.2).
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Ozmotik stres kosullar1 altinda, ayrintili molekiiler analizler AREB/ABF'leri ABA
sinyallemesi sirasinda gen ifadesini modiile eden 6nemli bir transkripsiyonel aktivator
olarak bulmustur. Dokuz AREB/ABF ailesi iiyesinden AREBI1/ABF2, vejetatif
asamada kuraklik stresi sirasinda ABA sinyallemesini diizenlemektedir (Joshi ve ark.,
2016). Bu bulgular ABA iliskili genlerin kuraklik stresi tarafindan indiiklendigini ve
soyanin kuraklik yanitinda ABA bagimlhi yolagin 6nemli roller oynadigini

gostermektedir.

Li ve ark., tarafindan kurakliga hassas soya bitkilerinde gerceklestirilen ¢alismada
soya bitkileri orta siireli (17gilin) kuraklik stresine maruz birakilmistir. Bunun
sonucunda PYR/PYL genlerinin anlatimlarinda azalma, PP2C (GLYMA_14G162100,
GLYMA_19G069200) genlerinin anlatiminda artig, SnRK (GLYMA_17G148800 ve
GLYMA _09G066700) genlerinde ve iki ABF (GLYMA_06G040400 ve GLYMA _
04G039300) geninde 0-2 kat arasinda bir artis belirlemislerdir.

Li ve ark., bulmus oldugu hassas cesidin yukarida agiklanan genlere ait sonuclar
Ustiin ve 101-15 soya gesitlerindeki bulgularla benzerdir. 150-43 hattinda 101-15’¢
gore PP2C ve ABF genlerinde anlatim seviyeleri daha azdir. Buna karsilik SnRK gen
ifadeleri daha fazla artmistir (Li ve ark., 2022b).
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Hiicresel diizeyde, sinyal mekanizmalari ve fitohormonlar ortak calisarak bitkilerde
kuraklik tepkisini diizenlemektedir. Yiiksek verimli dizileme tekniklerinin ortaya
cikmasiyla birlikte, soya gen veya gen aileleri tanimlanmis ve karakterize edilmistir.
NAC, WRKY, AREB, DREB bu gen ailelerinden bazilaridir. Karsilastirmali
transkriptomik, soya fasulyesindeki kuraklik tepkisinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalart daha da agiklia kavusturmustur (Arya ve ark., 2021). Bu tez
kapsaminda elde edilen bulgular dogrultusunda WRKY (GLYMA_ 15G006800)
geninin anlatim1 yalnizca iki (Ustiin ve 150-43) kuraklik grubunda bulunmustur. iki

grup i¢inde benzer sekilde anlatim seviyelerinde azalma tespit edilmistir.

WRKY transkripsiyon faktorlerinin bitki abiyotik stres toleransinda 6nemli roller
oynadig1 vurgulanmstir (Arya ve ark., 2021). WRKY proteinleri, ABA bagimli sinyal
iletimi ve ROS temizlemede rol oynayan genlerin ifadesini dogrudan veya dolayli
olarak  diizenleyerek  kuraklik  stresine  yanitta  rol  oynamaktadir.
AtWRKY57'nin RD29 ve NCED3 promotorlerindeki W-box’a baglanmasi ile gen
anlatiminda artisa neden olmaktadir. Bu anlatim artis1 ile ABA seviyelerinde yiikselme
meydana gelir ve kuraklik toleransi  saglamaktadir. Misirda (Zea
mays L.) ZmWRKY58 veya yabani soyada (Glycine soja) GSWRKY20'yi asir1 ifade
eden transgenik bitkilerle ilgili calismalar, bu genlerin kuraklik stresine yanitta pozitif
diizenleyiciler olarak gorev aldigini ileri siirmektedir (Yang ve ark.,2023). Kurakliga
hassas soya ¢esidinde {i¢ farkli kuraklik stresinin etkisini arastirmayi amaclayan
calismada WRKY (GLYMA_15G006800) geninin anlatim seviyelerinde artis
saptanmigtir (Li ve ark., 2022b). Bu zit sonuglar, soyada kuraklik toleransini kontrol
eden sinyal yollarindaki katilimlarinin kesin bir sekilde anlagilmasi i¢in farkli WRKY
TF'lerinin islevlerinin aydinlatilmasinin gerekli oldugunu gostermektedir.

Bu tez kapsaminda transkriptomik analizler sonucunda MYB ailesine ait bir gen olan
DIVARICATA (GLYMA_18G065200) yalnizca 150-43 kuraklik grubunda anlatimi
(3,02 kat) belirlenmistir. MYB transkripsiyon faktorleri, stres tepkileri igin ikincil
metabolitlerin biyosentezini diizenler (Arya ve ark., 2021). 2021 yilinda
gerceklestirilen bir ¢alismada kuraklik stresi altinda, GmMYB14'iin asir1 anlatiminin
oldugu soya bitkilerinde bakla sayisi, tohum sayis1 ve bitki bagina tohum agirlig

yabani tip soyaya kiyasla dnemli 6l¢iide iyilesmistir (Chen ve ark., 2021a).
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Bu c¢aligma kapsaminda gerceklestirdigimiz transkriptomik analizler sonucunda
HDZIP ailesine it HOX16 (GLYMA_19G010100) ve  AtHB-
13(GLYMA_08G298400) genleri igin yalmizca Ustiin kuraklik ve 150-43 kuraklik
grubunda anlatim tespit edilmistir. HOX16 (GLYMA_19G010100) gen icin Ustiin ve
150-43 i¢in gen anlatimlarinda bir fark bulunmamistir. Buna karsilik AtHB-
13(GLYMA_08G298400) 150-43’te -0,03 kat ve Ustiin’de -0,06 kat azalmustir.
Bu konuda yapilan bir calismada HD-ZIP, ABA sinyal yollar1 araciligiyla asagi akis
genlerin ifadesini diizenlemekle birlikte bitki biiylimesini ve gelisimini diizenleyerek
bitki stres toleransinda rol oynadigi gosterilmistir (Li ve ark., 2022a).
Bu tez kapsaminda yapilan c¢alismada iki tane GLYMA 15G251500 (GST) ve
GLYMA 07G139700 (Tau class glutathione S-transferase, GSTU23) geni tespit
edilmistir. GLYMA_07G139700 (Tau class glutathione S-transferase, GSTU23) geni
icin Ustiin (+889,13), Ataem (+79,70) ve 150-43(269,69)’te anlatim artis1
belirlenmistir. Diger GLYMA_15G251500 (GST) geni icin Ustiin (+6,14), 101-
15(+3,83) ve 150-43(+6,76)’ te anlatim artis1 belirlenmistir.
Tau smifi glutatyon transferaz, bitki hiicrelerinde 6nemli bir enzimdir. Bitki
antioksidan savunmalarinda ve metabolik diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Son
arastirmalar, tau glutatyon transferazlarinin ifadesinin ve  aktivitesinin
diizenlenmesinin, yiiksek tuz, diisiik sicaklik ve kuraklik gibi cesitli streslerde bitki
toleransini 6nemli 6l¢lide artirabilecegini gostermistir (Li ve ark., 2023).
Elde edilen bulgularda  glutatyon = mekanizmasinda  gorevli  GPX
(GLYMA _01G219400) geninin en yiiksek anlatiminin belirlendigi grup 150-43 (280,5
kat) kurakliktir. Diger bitkilerde ise bu artis Ustiin’de +76,02 kat, 101-15’te +180,48
kat ve Ataem’de +32,2 kat olarak bulunmustur (Sekil 5.3).
GPX genleri sadece bitki biiylimesi ve gelisiminde degil, ayn1 zamanda bitkilerin
abiyotik streslere, biyotik streslere ve fitohormonlara kars1 tepkilerinin kontroliinde de
¢ok onemli bir rol oynamaktadir (Chen ve ark.,2017). Glutatyon mekanizmasinda
gorevli genlerin belirlenen antioksidan savunma yoluyla kurakliga yanitta 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir (Wu ve ark., 2022).
Bu tez kapsaminda kuraklik stresi ile anlatim artis1 gosteren iki dehidrin
(GLYMA_07G090400 ve GLYMA 09G185500) geni bulunmustur. Ustiin,101-15 ve
Ataem’e gore 150-43’te GLYMA 07G090400 genin anlatim artisi en yiiksekken,
GLYMA 09G185500 i¢in en diisiik anlatim artig1 belirlenmistir.
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Dehidrinler, bitkilerin abiyotik stres yanitinda gorev alan LEA proteinlerinin alt
ailesinde yer almaktadir. Dehidrinler hiicre i¢i protein aktivitesinin korunmasi, hiicre
zarindaki foosfolipitlerin stabilizasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin ortadan

kaldirilmasi ile kuraklik stresine yanitta rol oynamaktadir (Fan ve ark., 2024).
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Yeniden sulama uygulamasi ile bitkilerin iyilesme yeteneklerini degerlendirmek
amaciyla DEG’ler belirlendi. Tiim gruplar arasinda en az DEG sayis1 150-43 yeniden
sulamada bulunurken en fazla DEG sayisina sahip grup 101-15 yeniden sulamaydi. Bu
sonuglar 150-43 mutantinin kuraklia dayanikli oldugunu gosterirken 101-15

mutantinin kurakliktan daha fazla etkilendigini gostermektedir.

Xu ve ark., transkriptom analizi yoluyla, kurakliga dayanikli soyada kurakliga hassas

¢eside gore daha az DEG tespit edilmistir (Xu ve ark., 2023).

Kuraklik stresinde ABA biyosentezinde rol oynayan ZEP (GLYMA 11G055700)
geni yeniden sulama ile 150-43 mutantinda anlatim gostermezken Ustiin ve 101-15

yeniden sulama gruplarinda bu genin anlatiminin azaldigi bulunmustur.

ZEP'in artan ifadesi, fotosistemdeki serbest radikallerin {iretiminin azalmasinin soya
fasulyesi bitkilerinin kuraklikla basa ¢ikmak i¢in kullandig1 bir strateji olabilecegini

gostermektedir (Xu ve ark., 2018).

Ustiin, 101-15 ve Ataem yeniden sulamada ABF (GLYMA_ 04G039300) ve ABF2
(GLYMA_06G040400) genlerinin anlatim1 azalirken 150-43 yeniden sulamada
anlatim belirlenmemistir. Diger bir ABF (GLYMA_10G075000) geni yeniden sulama
ile birlikte Ustiin (+11,49 kat) ve 101-15"te (+14,83 kat) artis gdstermistir.

2022 yilinda kurakliga toleransli ve hassas soya bitkilerinde gergeklestirilen ¢alismada
ABF'lerin kuraklik stresinde anlatim artis1 gosterdigi bulunmustur. Bu sebeple ABA
sinyal yolunda ABF ifadesinin kuraklik stresi tarafindan indiiklendigini ve bitkilerin
kuraklik toleransini pozitif olarak diizenledigini tespit etmislerdir (Xuan ve ark.,
2022).

Kuraklik stresinde anlatimi1 artan iki PP2C geni (GLYMA_14G162100 ve
GLYMA 19G069200) yeniden sulama ile birlikte Ustiin yeniden sulamada -0,14 Kat,
101-15 yeniden sulamada -0,25 kat ile anlatimda azalma gdstermistir. Ataem-07 ve
mutanti olan 150-43 yeniden sulamada anlatim belirlenmemistir.

PYR/PYL (GLYMA 01G124700) geni icin de benzer sekilde yalnizca Ustiin ve
mutanti  101-15  yeniden sulamada anlatim  belirlenmistir. PYR/PYL
(GLYMA 01G124700) geni Ustiin yeniden sulamada +11,64 kat artarken 150-43

yeniden sulamada +9,57 kat artis gostermistir. Kuraklik stresi altinda anlatimi tespit
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edilen gruplarda artis gosteren iki SnRK geni i¢in yeniden sulamada da anlatimda
degisim belirlenmistir. Bu genler i¢in kuraklik stresinden farkli olarak yeniden
sulamada anlatimlarinda azalma tespit edilmistir. SnRK (GLYMA 17G148800)
geninin anlatim1 sadece Ustiin yeniden sulamada (-0,28) belirlenirken diger SnRK
(GLYMA 09G066700) geninin Ustiin (-0,38 kat) ve mutant1 olan 101-15°te (-0,36
kat) anlatim1 azalmistir.

SNF1 ile iliskili protein kinaz 2 (SnRK?2) ve tip A protein fosfataz 2C (PP2C-A) ailesi
tiyeleri, bitkilerdeki ABA sinyal iletim yolunun temel bilesenleridir ve bitkinin
kuraklik stresine kars1 toleransini artirmada dnemli roller oynadiklari 6ne siiriilmiistiir,
ancak bu fikri destekleyen genetik temeller soya i¢in hala eksiktir (Shen ve ark., 2022).
Kuraklik stresi altinda ABA bagiml sinyal iletiminde rol alan ABF (GLYMA_
04G039300), ABF2 (GLYMA_06G040400), ABF (GLYMA_10G075000), PP2C
(GLYMA_14G162100 ve GLYMA_19G069200), PYR/PYL (GLYMA_01G124700)
ve SNRK (GLYMA _17G148800) genlerinin yeniden sulamadaki anlatim degisimleri
kuraklikta belirlenen anlatim profillerine zit olarak bulunmustur. Bu sonuglar
dogrultusunda yeniden sulamanin kuraklik stresinin  olumsuz etkilerini
iyilestirebilecegi belirlenmistir.

Askorbat metabolizma ile iligkili VTC4 geni (Glyma.09G011100) i¢in yeniden sulama
ile birlikte yalnizca Ustiin (+8,58) ve 101-15 (+6,41) yeniden sulamada anlatim artist
tespit edilmistir. Ataem ve 150-43 yeniden sulama gruplarinda anlatim gostermemistir.
Li ve ark., tarafindan gergeklestirilen ii¢ farkli kuraklik stresi (hafif, orta, siddetli)
uygulanan  soyada  bitkilerinde ¢  VTC4 geninin  (Glyma.07G266200,
Glyma.09G011100, Glyma.15G115500) orta ve siddetli kuraklik stresi altinda
anlatimimin arttig1 bulunmustur (Li ve ark., 2022b).

GLYMA 17G030400 (Glycine max stress-induced protein SAM22 (PR-10)),
GLYMA _10G059200 (Glycine max alpha carbonic anhydrase 7) ve
GLYMA_10G274400 (Glycine max 3-ketoacyl-CoA synthase 6) genleri igin anlatim
yalnizca 150-43 yeniden sulama grubunda tespit edilmistir. GLYMA 17G030400,
GLYMA_10G059200 genleri 150-43 yeniden sulamada sirasiyla -0,04 ve -0,03 kat

olarak azalma gdstermistir.
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Qu ve ark., tarafindan soyada gergeklestirilen ¢alismada GmSAM?22 geninin linoleik
asit liretiminde rol oynayabilecegi belirlenmistir. Bu genin tohumlardaki asir1 anlatima,
soyada oleik asidinin i¢erigini onemli 6l¢iide artirabildigi tespit edilmistir (Qu ve ark.,
2022). Gegtigimiz yillarda, tiim fotosentetik organizmalarda birgok fizyolojik siiregte
yer alan karbonik anhidrazlarin islevi hakkinda kapsamli aragtirmalar
yapilmistir. Karbonik anhidrazlar organizmalarin biiyiimesi ve gelismesi sirasinda
fizyolojik siireglerde temel roller oynar, ¢esitli reaksiyonlari katalize eder ve bunlardan
en onemlisi ¢esitli metabolik yollar i¢in karbondioksit (CO2) ve bikarbonatin (HCO3~
) karsilikli dontisiimiidiir. Ayrica, GmCA'larin anlatimlar1 soyada farkli gelisim
asamalarinda farkli dokularda degisiklik gostermistir. Sekiz
temsili GmCA'nin soyanin ~ diigiik ~ fosfor  stresine  verdigi  yanitta  rol
oynayabilecegini gostermiglerdir (Wang ve ark., 2023)

Mutant 150-43 hattinda kuraklik stresinden sonra yeniden yapilan sulamada
GLYMA _10G274400 geni (Glycine max 3-ketoacyl-CoA synthase 6) +5,04 kat
anlatim artis1 gostermistir.

KCS geni tarafindan kodlanan 3-ketoasil-CoA sentaz, ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin
biyosentezinde yer alan enzimdir, ancak soya fasulyesindeki KCS gen ailesi su ana
kadar yeterince incelenmemistir. Gong ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada
GmMKCS genlerinin, soyanin ¢esitli doku/organlarinda farkli anlatim profilleri
sergiledigini bulmustur. Bazit KCS genlerinin farkli stres kosullar1 altinda 5 kattan
fazla anlatim gosterdigi tespit edilmistir. Bir¢ogunun gesitli abiyotik streslere yanit
verdigi bulunmustur; bu da bunlarin soyanin stres adaptasyonu ve toleransi i¢in dnemli
olabileceklerini gostermektedir (Gong ve ark., 2023).

101-15 ve 150-43 mutantlar1 arasinda ortak olarak anlatim  yapan
GLYMA 18G094600 (small heat shock protein) geninin anlatimi 101-15 yeniden
sulamada -0,047 kat azalis gosterirken 150-43 yeniden sulamada +6,14 kat artig
gostermistir. Ustiin ve mutant: olan 101-15’te anlatim belirlenmemistir. Bu sonuglar
dogrultusunda anlatimin en yiiksek oldugu grup olan mutant 150-43’{in kuraklik
stresin etkilerinden kurtulmak i¢in biyolojik siireclerin aktivasyonunu saglamistir.
sHSP'ler genellikle ¢esitli stres kosullar1 altinda protein homeostazini korumak igin
hedef proteinlerinin agregasyonunu onleyen oligomerler olusturabilen molekiiler
saperonlar olarak islev goriir. Bu sayede oksidatif stres, hiicre dongiisii ve bitki
gelisimi gibi bir¢ok biyolojik siirecin diizenlenmesinde rol oynar (Yang ve ark., 2022).
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GLYMA _01G178800 (Glycine max probable vacuolar amino acid transporter YPQ1)
geninde de benzer sekilde 101-15 yeniden sulamada -0,28 kat azalis belirlenirken 150-
43 yeniden sulamada +2,35 kat artis belirlenmistir. Bagka bir aminoasit transporter
geni olan GLYMA _16G142300 (Glycine max lysosomal amino acid transporter 1) i¢in
anlatim yalnizca 150-43 (+6,94) yeniden sulama grubunda tespit edilmistir.

Amino asit tastyicilart (AAT'ler), uzun mesafeli amino asit taginmasinda gorevlidir.
Bitki biiylimesini, gelisimini ve abiyotik streslere verilen yanitlar1 diizenleyen
biyolojik siireglere katilirlar. Bircok AAT geninin, 6zellikle prolin, betain, GABA ve
cesitli karbonhidratlar gibi stresle iliskili bilesiklerin taginmasini kolaylastirarak
bitkilerdeki su stresi kosullarini hafifletmede rol oynadigi belirlenmistir (Cheng ve
ark., 2016).

Elde edilen bulgulara gore belirlenen genler soyada abiyotik stres adaptasyonu ve
direncinde yaygin olarak rol oynayabilir.

Bu tez kapsaminda kuraklik stresine yanit ile ilgili NFYAS5 transkripsiyon faktorii ele
alinarak RNA dizileme sonuglarinin dogrulanmasi amaciyla qRT-PZR ile validasyon
gerceklestirilmistir. NFYAS gen ifadesindeki en biiylik artis 150-43 kuraklik
bitkilerinde belirlenmistir. Benzer sekilde kuraklik stresinden sonra bitkilerin iyilesme
yeteneklerinin  degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen yeniden sulama
uygulamasinda 150-43 yeniden sulama grubu kontrol bitkilerine en yakin deger olarak
belirlenmistir. Bu bulgular tez kapsaminda gerceklestirilen fizyolojik ve biyokimyasal
uygulamalar1 destekler niteliktedir. NF-Y'ler, kuraklik stresine ABA'ya bagli yanit
olarak bilinen ABA sentezini veya ABA sinyallerine yaniti diizenlemede yer
almaktadir (Kishor ve ark.,2023). NF-Y, ABA bagimli yolak disinda ayn1 zamanda
ABA'ya bagiml olmayan aktiviteyi de diizenleyerek, 6zellikle bitkinin fotosentetik
etkinligini iyilestirerek ve antioksidan enzim aktivitesini artirarak kurakliga karsi

toleransini arttirmaktadir (Ma ve ark., 2020b; Zhang ve ark., 2023; Siriwardana, 2025).

NF-YADS transkriptleri, ABA'ya bagl bir sekilde kurakliga tepki olarak artmaktadir.
Ayrica, NF-YAS5'in gen anlatiminin yiiksek oldugu bitkiler kurakliga dayanikliyken,
NFYAS mutantlar1 duyarli olarak tespit edilmistir (Sirirwardana ve ark., 2014). NF-
Y geninin ABA, tuz ve kuraklik stresleri tarafindan indiiklenebildigini ve bu genlerin
ABA'ya bagimli oldugu bu sebeple bazi NF-Y'lerin ABA ile iligkili yollarda yer
alabilecegini ortaya ¢ikarilmistir. 2020 yilinda gergeklestirilen ¢alismada GmMNFY A5

118



aracilt ABA’ya bagimli genlerin (ABI2, ABI3, NCED3, LEA3, GmWRKY46,
GmNCED2 ve GmbZIP1) ve ABA'dan bagimsiz genlerin
(DREB1A, DREB2A, GMDREB1, GmDREB?2) kuraklik stresine yanitta rol oynadigi
bulunmustur (Ma ve ark., 2020b). Soyada abiyotik stres faktorii olan GmNFYAS’in
anlatim profilleri, tez kapsaminda elde edilen fiyolojik biyokimyasal ve
transkriptomdaki degisimler ile birlikte degerlendirildiginde NFYAS5’in hedef
transkripsiyon faktorlerine baglanarak o6zellikle ABA bagmli yolakta rol
oynayabilecegi, KEGG ve GO analizleri kapsaminda elde edilen veriler ile
fotosentetik, antioksidan sistemin aktivasyonuyla ve ABA bagimsiz genlerin
(RD22,RD29A ve HDZIP) regiilasyonu ile ABA’dan bagimsiz bir sekilde de kuraklik

stresine yanitta rol oynayabilecegi diisliniilmektedir.

Bu calismada Ustiin, Ataem-07 bitkilerinde ve bu bitkilerin mutantlarinda (101-15 ve
150-43) NFYAS aracili kuraklik stresinin yanitlar1 ve yeniden sulamanin etkisi
gosterilmistir. Ustiin, Ataem-07, 101-15 ve 150-43 soya bitkilerinde gerceklestirilen
bu ¢alisma GmMNFY A5’in anlatim profilleri ve transkriptomdaki degisimler ile mutant
bitkilerin kuraklik stresine karst molekiiler cevaplarin1 degerlendiren ilk ¢aligsmadir.
Kuraklik toleransini iyilestirmek i¢in 150-43 hatt1 soya 1slah programlari i¢in umut

verici genetik kaynak saglayabilir.
Bu tez kapsaminda,

1- Kuraklik stresi ile boy uzunluklarinda azalma, yapraklarda ise sararma ve
kivrilmalar gézlemlenmistir. Yeniden sulama uygulamasi ile bitkilerde meydana gelen

bu hasarlarin iyilestigi gozlemlenmistir.

2- Kuraklik stres altinda MDA ve prolin i¢eriklerinde kontrol grubuna kiyasla kuraklik
gruplarinda anlamli artiglar tespit edilirken total klorofil i¢eriginde anlamli azalmalar
tespit edilmistir. Yeniden sulama uygulamasi sonrasinda kuraklik stresi etkilerinin

lyilesmesi en iyi 150-43 mutantlarinda tespit edilmistir.

3- Kuraklik stresinde ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolaklarda rol oynayan NFYAS
geninin gen anlatim profilleri tiim bitki gruplarinda artarken en yiiksek artig 150-43’te
belirlenirken yeniden sulama ile birlikte 0,8 kat ile kontrol bitkilerine en yakin deger

olarak belirlenmistir.
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4. Kuraklik stresi altinda farkli anlatim gdsteren genler ve bu genlerin rol oynadigi

yolaklar RNA sekanslama ile belirlenmistir.

5- Kuraklik stresi yanitinda ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolaklarda rol oynayan
genler Ustiin-1, 101-15, Ataem ve 150-43 soya bitkilerinde bulunmustur.

6- 150-43 mutantinin diger soya ¢esitlerine ve 101-15’e kiyasla kurakliga dayanikli
oldugu bulunmustur. Kuraklik stresindeki 150-43 mutantinin diger iki ¢esit ve 101-

15’e gore yeniden sulama ile iyilesme yeteneginin daha yiiksek oldugu saptanmustir.
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