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YUKSEK LiSANS TEZi

SORGUM (Sorghum bicolor) SnRK2 GEN AILESININ SOGUK STRESI
ALTINDAKI TRANSKRIPTOMIK YANITLARININ BIYOINFORMATIK
ANALIZI

Serhad BUYUKYILDIZ

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitkisel Uretim ve Teknolojileri Anabilim Dah

Danisman: Doc¢. Dr. Firat KURT

Bu calismada, Sorghum bicolor bitkisinde SnRK2 gen ailesine ait SORBI 3002G379400 geninin
Agirliklandirilmis Koekspresyon Agi (AGKA) Analizi yoluyla molekiiler aglar icindeki roli ve
etkilesimlerinin belirlenmesini hedeflenmistir. AGKA sonuglarina gore, SnRK2 ile yiiksek korelasyon
gosteren 23 gen cifti belirlenmis ve bu genlerin transkripsiyonel diizenleme, membran taginimi, protein
fosforilasyonu, translasyonel kontrol ve redoks homeostazi gibi temel biyolojik siireglerle iligkili oldugu
ortaya konmustur. SnRK2'min ag igindeki merkezi konumu, onu abiyotik stres yanitlarinda kilit bir
diizenleyici haline getirmektedir.

Etkilesim gosteren genler arasinda AMPK homologlari, ferredoksinle iligkili elektron tagima
genleri, iyon kanallar1 ve ribozomal protein genleri yer almakta, bu da SnRK2’nin stres sinyallemesinde
cok katmanli bir rol istlendigini gostermektedir. Literatiirle desteklenen bu bulgular, SnRK2’nin sadece
ABA sinyali ile sinirli kalmayip enerji dengesi, ¢eviri, redoks ve iyon yanitlart gibi hayati siireclerde de
aktif oldugunu gostermektedir. Gelecekteki deneysel dogrulama calismalari, bu genlerin fonksiyonlarimi
daha ayrintil1 ortaya koyacak ve SnRK2 merkezli ag yapisinin biyolojik 6nemini derinlestirecektir.

2025, 72 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Abiyotik stres, Gen ko-ekspresyon agi, Redoks homeostazi, SnRK2,
Transkripsiyonel diizenleme, WGCNA
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ABSTRACT

MS THESIS

BIOINFORMATIC ANALYSIS OF THE TRANSCRIPTOMIC RESPONSES OF
THE SNRK2 GENE FAMILY TO COLD STRESS IN SORGHUM (Sorghum
bicolor)

Serhad BUYUKYILDIZ

Mus Alparslan University
Natural ve Applied Sciences
Department of Plant Production and Technologies

Adyvisor: Assoc. Prof. Firat KURT

In this study, the aim is to determine the role and interactions of the SORBI 3002G379400 (or
SORBI 3002G379400) gene, which belongs to the SnRK2 gene family in Sorghum bicolor, within
molecular networks through Weighted Gene Co-expression Network Analysis (WGCNA). Using
WGCNA, 23 highly correlated gene pairs were identified, highlighting the strong transcriptional
coordination between SnRK2 and other genes involved in key biological processes such as transcriptional
regulation, membrane transport, protein phosphorylation, translational control, and redox homeostasis.
The central position of SnRK2 within the network suggests that it plays a pivotal regulatory role in
abiotic stress responses.

Among the interacting genes are AMPK homologs, ferredoxin-related electron transport genes,
ion channels, and ribosomal protein genes, indicating a multi-layered involvement of SnRK2 in stress
signaling. These results, supported by existing literature, demonstrate that SnRK2 functions not only in
ABA signaling but also in broader cellular pathways including energy balance, translation, redox
regulation, and ionic responses. Future experimental validations will be crucial to elucidate the functional
roles of these genes and to explore the full regulatory potential of the SnRK2-centered co-expression
network.

2025, 72 Pages

Keywords: Abiotic stress; Gene co-expression network; Redox homeostasis; SnRK2;
Transcriptional regulation; WGCNA
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1. GIRIS

1.1 Soguk Stresi ve Tarimsal Onemi

Bitkiler, cevresel kosullardaki degisimlere karst smirli hareket yetenekleri
nedeniyle fizyolojik ve biyokimyasal yanitlar gelistirerek hayatta kalmaya calisirlar. Bu
baglamda, diisiik sicakliklar bitkilerde "soguk stresi" olarak tanimlanan 6nemli bir
abiyotik stres faktoriinii olusturur. Soguk stresi, genellikle 0 °C'nin {izerindeki diisiik
sicakliklar i¢in kullanilirken; daha siddetli durumlarda "don stresi" tanimi da
yapilmaktadir. Soguk stres, bitkilerde hiicre zar1 biitiinliiglinlin bozulmasi, su kaybi,
enzimatik aktivitelerde diisiis, fotosentezde aksama, solunumda yavaslama ve hiicre
iskeletinde yapisal degisikliklere neden olur (Umezawa ve ark., 2013; Zhao ve ark.,
2017). Bu etkiler yalnizca bitki metabolizmasini degil, ayn1 zamanda biiylime, gelisim
ve ilireme siireclerini de olumsuz yonde etkiler.

Tarim agisindan soguk stresi biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Erken
¢imlenme doneminde yasanan soguk maruziyeti, tohumlarin c¢ikisin1 azaltmakta;
vejetatif donemde ise biiylimenin yavaslamasina ve biyokiitle {iretiminin diismesine
neden olmaktadir. Soguk stresi, 6zellikle ilkbahar donlar1 veya yaz basinda yasanan ani
sicaklik disiisleriyle birlikte, yetistirilen bitki tilirlerinde ciddi {irtin  kayiplar
yaratmaktadir (Chen ve ark., 2020).

1.2 Sorgumda Soguk Stresinin Etkileri

Sorgum (Sorghum bicolor), kurakliga toleransi yiiksek, 1liman ve tropikal
bolgelerde yaygin olarak yetistirilen stratejik déneme sahip bir tahildir. Ancak sorgum,
dusiik sicakliklara karst oldukga hassastir ve bu durum 6zellikle serin iklimlerde tiretimi
sinirlayan 6nemli bir faktordiir. Sorgumda soguk stresi, ¢imlenme gecikmesi, kok
gelisiminin kisitlanmasi, yaprak ylizey alaninda azalma ve klorofil miktarinda diistise
neden olmaktadir (Zhang ve ark., 2023). Bu etkiler, fotosentetik etkinligi sinirlayarak
bitkilerin gelisimini baskilamakta ve sonu¢ olarak tane verimini olumsuz
etkilemektedir.

Soguk stresinin ozellikle ¢igeklenme doneminde meydana gelmesi, fertilite
kaybina ve iirlin miktarmin dramatik bigimde diismesine neden olur. Ayrica, diisik
sicakliklar lignifikasyon ve hiicre duvar1 kalinlagmasi gibi savunma mekanizmalarini

aktive etse de, bu siirecler genellikle biiyiime ve verimlilik acisindan maliyetlidir.



Sorgumda bu stres kosullarinin olusturdugu etkilerin molekiiler diizeyde anlasilmasi,

soguga toleransli yeni varyetelerin gelistirilmesi i¢in kritik 6nem arz etmektedir.

1.3 Bitkilerde Soguk Stresine Karsi1 Verilen Molekiiler Yanitlar

Bitkiler, soguk stresine karsi ¢ok yonlii sinyal aglar1 lizerinden ¢esitli yanit
mekanizmalar1 gelistirirler. Bu yanitlar genellikle sinyal algilama, transdiiksiyon,
transkripsiyonel diizenleme ve metabolik yeniden yapilanma olmak {izere dort temel
asamada ger¢eklesmektedir (Takahashi ve ark., 2020). Soguk algisi, hiicre zarinda yer
alan duyusal proteinler araciliiyla gergeklestirilmektedir ve ardindan kalsiyum iyonlar1
(Ca *"), reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve hormonlar gibi ikincil haberci molekiiller
aracilifiyla sinyal hiicre i¢ine taginmaktadir.

Abiyotik streslere yanitin diizenlenmesinde en O©nemli hormonal sinyal
molekiillerinden biri absisik asittir (ABA). ABA, stomatal kapanma, gen
ekspresyonunun diizenlenmesi ve osmotik denge gibi siireglerde gorev almaktadir.
Soguk stresi sirasinda ABA seviyesi artar ve bu da belirli transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu tetikler (Yoshida ve ark., 2019). Bu baglamda, C-tekrarli baglanma
fakotiirii (CBF) ailesi ve akig-asagi hedefleri, soguk stresin genetik diizeydeki temel

diizenleyicileri arasinda yer alir.

1.4 SnRK Gen Ailesi ve Abiyotik Stres Yanitlari

Stikroz fermentesiz-1 bagli protein kinazlar (Sucrose non-fermenting-1 related
protein kinazs veya SnRK) gen ailesi, bitkilerde enerji metabolizmasi, stres sinyallemesi
ve gelisimsel siireclerde merkezi rol oynayan Ser/Thr protein kinazlardan olusur. Bu
gen ailesi, SnRK1, SnRK2 ve SnRK3 olmak iizere {li¢ alt gruba ayrilmaktadir. SnRK1
tiyeleri metabolik homeostaz1 diizenlerken; SnRK3 grubu genellikle iyon taginimi ve
kalsiyum sensor proteinleriyle etkilesimler yoluyla islev goriir (Coello ve ark., 2011).

SnRK?2 ailesi ise 0zellikle abiyotik stres yanitlarinda 6ne ¢ikmaktadir. Bu genler,
ABA’ya bagimli ve bagimsiz sinyal yollarin1 diizenleyerek, c¢evresel uyaritilara kars
hizli ve etkin hiicresel yanitlarin iiretilmesini saglar. Arabidopsis ve diger model
bitkilerde yapilan ¢calismalarda, SnRK2 genlerinin abiyotik strese kars1 yiiksek duyarlilik
gosterdigi ve ¢ok sayida hiicresel siireci koordine ettigi goriilmiistiir (Stefanik ve ark.,

2020).



1.5 SnRK?2 Genlerinin Smiflandirilmas: ve Islevleri

SnRK2 gen ailesi, ABA duyarhiliklarina gore ili¢ sinifa ayrilmaktadir: Grup I
(ABA-bagimsiz), Grup II (zayif ABA yanitli), Grup III (ABA-duyarl). Grup III iiyeleri,
ozellikle OST1 (SnRK2.6) gibi genlerle ABA sinyallesmesinde anahtar pozisyondadir
(Sirichvera ve ark., 2010). Bu genlerin inaktivasyonu durumunda stomatal kapanmanin
engellendigi ve kuraklik toleransinin azaldig1 gdsterilmistir.

Ote yandan Grup I iiyeleri (6r. SnRK2.4, SnRK2.10) ABA'dan bagimsiz olarak
ozmotik ve soguk stres kosullarinda aktive olmaktadir. Bu kinazlar, kék gelisimi, ROS
homeostaz1 ve fotosentetik denge {iizerinde diizenleyici etkiye sahiptir. snrk2.10
mutantlarinda fotosistem II verimliliginde diisiis, ROS birikiminde artis ve bilyiimede

yavaslama gézlemlenmistir (Rachowka ve ark., 2023a; Szymanska ve ark., 2019).

1.6 Sorgum ve Yakin Tiirlerde SnRK?2 Genlerinin Rolii

Sorgumda SnRK2 ailesine ait genlerin dogrudan fonksiyonel analizleri sinirl
olmakla birlikte, yakin tiirlerden elde edilen veriler, bu genlerin potansiyel islevlerini
ortaya koymaktadir. Ornegin, bugdayda tanimlanan TaSnRK2.10 geni, su kaybin
azaltan, hiicre zarmin stabilitesini artiran ve kuraklik toleransimi yiikselten etkiler
sergilemistir (Zhang ve ark., 2023). Misirda izole edilen ZmSnRK2.11 genin ise
stomalarin kapanmasinin diizenlenmesinde ve bitki su iceriginin kontroliinde rol aldig1
gozlenmistir (Zhang ve ark., 2015).

Patates, piring ve Arabidopsis gibi model bitkilerde yapilan gen ekspresyon
analizleri, SnRK2 genlerinin ¢ogunlukla kok ve yaprak gibi anahtar dokularda ifade
edildigini ve PEG, NaCl, ABA gibi uygulamalara duyarli oldugunu gostermistir (Bai ve
ark., 2017; Hirayama ve Umezawa, 2010).

1.7 SnRK?2 Tabanh Stres Toleransi Islahi

SnRK?2 genlerinin stres yanitlarinda merkezi diizenleyiciler olmasi, bu genleri
molekiiler 1slah ¢alismalarinda cazip hedefler haline getirmistir. Transgenik Arabidopsis
bitkilerinde 7aSnRK2.7, VvSnRK2.3, OsSAPK?2 gibi genlerin asir1 ekspresyonu, stres
toleransin1 anlamh diizeyde artirmistir (Lan ve ark., 2024a; Wang ve ark., 2013a).
SnRK?2 kinazlari, yalnizca ABA aracili gen ekspresyonunu degil; aynm1 zamanda
fotosistem II aktivitesi, karbon metabolizmasi ve ROS detoksifikasyonu gibi ¢oklu

fizyolojik siiregleri de koordine etmektedir.



Ayrica, SnRK?2 genlerinin miRNA’lar, transkripsiyon faktorleri (6r. bZIP, ABF),
SCS gibi diizenleyiciler ve fosfatazlarla etkilesimleri, stres sinyal iletim aglarinin
karmasikliin1 ortaya koymaktadir. Bu genlerin molekiiler aglar igindeki yerinin
aydinlatilmasi, tarimsal tretimde stres toleransini artiracak yenilik¢i stratejilerin

gelistirilmesine katki sunmaktadir (Maszkowska ve ark., 2021; Yan ve ark., 2017).
1.8 Tezin Amaci

Sorghum bicolor bitkisinde SnRK2 gen ailesine ait SORBI 3002G379400
geninin, Agirliklandirilmis Koekspresyon Agt (AGKA) Analizi (veya WGCNA)
yoluyla molekiiler aglar icindeki rolii ve etkilesimlerinin belirlenmesidir. Bu analiz
yoluyla, SnRK?2 ile yiiksek korelasyon gosteren gen ciftlerinin belirlenmesi ve bu
genlerin transkripsiyonel diizenleme, membran tasinimi, protein fosforilasyonu,
translasyonel kontrol ve redoks homeostaz1 gibi temel biyolojik siireclerle iliskisinin

ortaya konulmas1 hedeflenmistir.



1. KAYNAK ARASTIRMASI

Misir (Zea mays) ve sorgum (Sorghum bicolor) bitkilerinde soguk stresine karsi
genlerin transkripsiyonel tepkilerini ve bu tepkilerin tlirler arasindaki farkliliklarimi
analiz eden Zhang ve ark (2017), ozellikle korunan ve tiire 6zgii gen diizenlenme
modelleri karsilastirilarak, soguga duyarli genlerin evrimsel siirecte nasil farklilastigi
incelemislerdir. Arastirmacilar, erken asamalarda benzer transkripsiyonel tepkiler
gozlemlerken, daha ileri asamalarda tlirler arasindaki farkliliklarin arttigini
belirlemislerdir. Gen ifadelerinin analiz edilmesiyle, soguga duyarli genlerin
diizenlenme modelleri karsilastirildigi ¢alismada ve ortolog genler arasindaki
transkripsiyonel yanitlarin benzerlikleri ile farkliliklar1 ayrica degerlendirilmistir. Son
olarak promotor bolgelerde acgik kromatin varligi ve mutasyon oranlar1 da incelendigi
caligma; tiirler arasindaki genetik tepkilerin belirlenmesi, soguga dayaniklilikla iliskili
evrimsel olarak korunmus diizenleme mekanizmalarinin anlagilmasina ve
biyoteknolojik uygulamalarda hedef genlerin belirlenmesine katki saglamistir (Zhang ve

ark., 2017).

Rehman ve ark (2019), bugdayda tane verimiyle iliskili 6zellikleri iyilestirmek
amaciyla, yiiksek verimli ve maliyet etkin bir KASP (kompetitif alel-spesifik PCR)
belirteci gelistirmislerdir. Arastirmada, SnRK2 protein kinaz ailesinin metabolik
diizenleme, besin kullanimi1 ve ¢evresel stres yanitlarindaki islevlerini dikkate alarak,
TaSnRK?2.9 geninin 5A, 5B ve 5D kromozomlarindaki ii¢ kopyasini izole etmisler ve bu
kopyalardaki genetik varyasyonlar1 analiz etmislerdir. Yalnmizca 7TaSnRK2.9-54’nin
kodlama bolgesinde {i¢ adet tek niikleotid polimorfizmi (SNP) tespit eden
aragtirmacilar, diger iki kopyada ise herhangi bir polimorfizme rastlamamiglardir.
Arastirmacilar ayrica varyasyonlara dayanarak genotipleme amaciyla iki farkli KASP
belirteci tasarlamiglardir. Bu belirtegler Cin, Avrupa ve Pakistan kokenli bugday
popiilasyonlarinda uygulandiginda dort farkli haplotip (Hap-5A-1, Hap-5A-2, Hap-5A-3
ve Hap-5A-4) elde edilmistir. Arastirmacilar iliski Analizleri sonucunda, Hap-5A-1 ve
Hap-5A-2 haplotiplerinin yiiksek bin tane agirhigiyla; Hap-5A-4’iin ise basak basma
ylksek tane sayisiyla anlamli diizeyde iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Transgenik
piringte yiriittiikleri dogrulama c¢alismalar1 da bu bulgular1 desteklemistir. Sonug olarak,
arastirmacilar gelistirmis olduklar1 KASP belirteglerinin, belirteg destekli seleksiyon
(MAS) yaklagimlarinda etkili bir sekilde kullanilabilecegini ve bugday veriminin



artirtlmasina katki saglayabilecek degerli molekiiler araglar sundugunu ifade etmislerdir

(Rehman ve ark., 2019).

Long ve ark. (2021), absisik asidin (ABA) c¢esitli biyolojik siiregleri
diizenledigini ve SnRK2 protein kinazlarinin ABA sinyal yolunda merkezi rol
oynadigini1 belirlemislerdir. Misirda ZmSnRK2 genlerinin islevlerine yonelik smirh
sayidaki calismay1r g6z Oniinde bulundurarak, bu gen ailesini detayli sekilde
incelemiglerdir. Misir genom veritabaninda 14 ZmSnRK2 genini tanimlamig ve bu
genlerin filogenetik analizlerde {i¢ alt sinifa ayrildigini tespit eden aragtirmacilar; ekzon-
intron yapilarmi analiz ederek, 6zellikle III. alt sinifin evrimsel olarak korundugunu
gozlemlemislerdir. Bu bulgular yine arastirmadaki Sinteni ve kolinearite analizleriyle de
desteklenmistir. Hiicre alt1 lokalizasyon deneylerini yliriiterek, ZmSnRK?2 proteinlerinin
cekirdekte ve sitoplazmada yer aldiginmi tespit eden arastirmacilar, RNA-Seq ve qRT-
PCR analizlerini gercgeklestirerek, bazi ZmSnRK2 genlerinin ABA ve sakaroz ile
indiiklendigini ortaya koymuslardir. ZmSnRK2.10 genini daha ayrintili incelediklerinde
ise, bu genin cekirdekte yiliksek diizeyde ifade edildigini ve ABA tarafindan aktive
edildigini belirlemislerdir. Arastirmacilar bu geni Arabidopsis’te asir1 sekilde ifade
ederek, ABA’ya duyarsiz mutantlarda gozlenen fenotipi kismen diizelttiklerini ve
cigeklenme siirecini geciktirdiklerini gostermislerdir. SnRK2 gen ailesinin tiim genom
ve segmental ¢ogalma yoluyla genisledigini, ancak tandem ¢ogalma gostermedigi
sonucuna ulasilan arastirma; ZmSnRK2 proteinlerinin islevsel Ozelliklerini daha iyi

anlamaya yonelik giiclii bir temel olusturmaktadir.

Soma ve ark (2020) Arabidopsis bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada ii¢ B4 Raf
benzeri mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz kinazinin (MAPKKK'ler) ozmotik
stres kosullarinda alt smif I SnRK2'leri fosfore ederek aktive ettigini belirlemislerdir.
Yazarlar, yaptiklar1 transkriptom analizlerinde, bu MAPKKK'larin alt simif I SnRK2
tarafindan diizenlenen genler ile biliyiik Ol¢lide Ortiistiiglinii ortaya koymuslardir.
Yazarlara gore B4 Raf benzeri mitojenle aktive olan MAPKKK’lar, alt simf I
SnRK2'lerin yukar akis diizenleyicileri oldugunu gostermektedir. Ayrica, séz konusu
MAPKKK!'lerin dogrudan ozmotik stres tarafindan aktive edildigi yine bu caligmada
tespit edilmistir (Soma ve ark., 2020).

Aragtirmacilar, armut (Pyrus bretschneideri) ve diger yedi Rosaceae tiiriinde

SnRK2 gen ailesini genom capinda analiz etmislerdir. Sekiz farkli Rosaceae tiiriini



kapsayan bu calismada, SnRK2 genlerinin islevlerini ilk kez kapsamli sekilde
incelemislerdir. Yazarlar, genom diizeyindeki taramalarda toplam 71 SnRK2 genini
tanimlamislar ve bu genlerin filogenetik analizlerde yapisal 6zelliklerine gore ii¢ alt
gruba ayrildigin1  tespit etmislerdir. SnRK2  genlerinin evrimsel siirecinin
degerlendirildigi ¢alismada, arindirici segilimin evrimsel siirecte belirleyici bir rol
oynadigi, tiim genom duplikasyonu ve dagilmis duplikasyon olaylarinin, Rosaceae
familyasinda SnRK2 gen ailesinin ¢esitlenmesini yonlendirdigi Chen ve ark (2020)
tarafindan ortaya koyulmustur. ilgili ¢alismada transkriptom ve qRT-PCR verileri
kullanilarak detayl1 bir ifade profili olusturulmaya ¢alisildiginda; PbhrSnRK2 genlerinin
kok, yaprak, polen, stilus ve ¢icek gibi farkli dokularda ifade edildigi, bu genin yaprak
dokusunda yiiksek diizeyde birikim gosterdigi saptanmistir. Chen ve ark (2020) bitkileri
farkli stres kosullarina maruz biraktiklarinda, bazi genlerin yapraklardaki transkript
diizeylerini ABA uygulamasina bagli olarak yukar1 yonde diizenlendigini

gozlemlemislerdir (Chen ve ark., 2020).

Yao ve ark (2023), patateste SnRK2 gen ailesinin evrimsel Ozelliklerini ve
kuraklik direncindeki rollerini molekiiler diizeyde incelemiglerdir. Yazarlar, alt1
kromozom iizerinde konumlanan sekiz StSnRK2 genini tanimlamislar ve bu genlerin ii¢
alt gruba ayrildigini tespit etmislerdir. Aynmi gruptaki genlerin benzer korunmus
motiflere ve yapisal 6zelliklere sahip oldugunu, bazi1 genlerin tiirler arasinda genis ¢apl
replikasyon gegirdigini ve evrimsel olarak dikotiledonlara daha fazla yakinlastigini
belirlemislerdir. Ayrica, monokotiledonlarda SnRK2 genlerinin daha hizli evrimlestigini
ve kodon kullanim tercihlerinin farklilik gosterdigi yine bu arastirmada belirlenmistir.
Yao ve ark (2023) ayn1 ¢alismalarinda kuraklik stresine yonelik yiiriittiikleri analizlerde,
StSnRK?2 genlerinin fizyolojik stres gostergeleriyle iliskili oldugunu belirlemislerdir.
Transgenik bitkiler {izerinde gerceklestirdikleri deneylerle arastirmacilar, ozellikle
StSnRK2.1 ve StSnRK2.8 genlerinin kuraklik direncine gii¢lii katki sagladigini tespit
etmiglerdir. Ayrica kuraklik direnci saglanmasinda belirtilen bu iki geni sirasiyla
StSnRK2.2/2.5, StSnRK2.4/2.6’nin daha dusik diizeyde ise StSnRK2.3 ile
StSnRK2.7’nin takip ettigini bildirmislerdir (Yao ve ark., 2023).

Lan ve ark (2024b), stres kosullarinda iiziim SnRK2 gen ailesine ait VvSnRK2.7
geninin iglevini ortaya koymak amaciyla transkriptomik verileri taramig ve hedef geni

klonlamiglardir. VvSnRK2.7 proteininin etkilesimli bilesenlerini tanimlamak i¢in maya



iki hibrit (Y2H) analizini uygulamislar ve bu genin VvbZIP proteiniyle spesifik
etkilesim kurdugunu gdstermislerdir. Heterolog ifade sisteminde, VvSnRK2.7 genini
Arabidopsis thaliana lizerinde eksprese ederek kuraklik stresine karsi verdigi yaniti
degerlendiren arastirmacilar, transgenik bitkilerde bagil iletkenlik ve malondialdehit
(MDA) igeriginin yabani tipe gore daha diisik seviyelerde gerceklestigini
gozlemlemislerdir. Buna karsilik, antioksidan enzim aktivitelerinin ve seker
iceriklerinin transgenik hatlarda anlamli bigimde arttig1 yine ilgili arastirmada tespit
edilmistir. Hiicresel lokalizasyon analizinde ise, VvSnRK2.7-EGFP fiizyon proteininin
tiitlin yapraklarinda hiicre zar1 ve ¢ekirdekte lokalize oldugu belirlenmistir. Bu bulgular
dogrultusunda yazarlar, VvSnRK2.7 geninin antioksidan sistemleri aktive edebilecegini,
hiicresel  fizyolojik dengeyi koruyabilecegini ve kuraklik stresinde seker

metabolizmasini stabilize edebilecegini ortaya koymuslardir (Lan ve ark., 2024).

Zhang ve ark (2023), bugdayda (7riticum aestivum) sapa kalkma doneminde
artan su duyarliligin1 dengeleyen SnRK2 mekanizmasini analiz etmislerdir. Zhang ve
ark (2023) TaSnRK2.10 olarak tanimladiklar1 bir genin, ¢oklu abiyotik stres faktorleri
ve ¢esitli fitohormonlarla uyarildigini belirlemigler ve bu geni yapisal ve islevsel acidan
detayli sekilde incelemislerdir. Oryza sativa (geltik)’da ektopik olarak ifade ettikleri
TaSnRK2.10’un, yaprak su igerigini artirdigini, hiicre zar1 stabilitesini iyilestirdigini ve
hayatta kalma oranlarin1 yiikselttigini bildirmislerdir. Ayrica, aynm1 deneylerde, su
kaybina bagli H:0: ve MDA birikiminde azalma gozlemlemislerdir. Molekiiler
diizeyde yiiriittiikleri analizlerde yazarlar, TaSnRK2.10’un kuraklik yanitinda goérev
alan TaERDI5 ve glikoliz yolunun 6nemli bir bileseni olan TaENOI1 proteinleriyle
etkilesim kurarak bu proteinleri fosforile ettigini gostermislerdir. Yazarlar, fosforilasyon
sonucunda, TaERD15’in 26S proteazomu araciligiyla hizla degradasyona ugradigini ve
bu yolla kuraklik toleransin1 olumsuz etkileyen roliiniin hafifledigini ortaya
koymuslardir. Arastirmacilar ayrica, TaENO1’in fosforilasyonu ile fosfoenolpiruvat
(PEP) diizeylerinin anlamli sekilde arttigini ve bu artisin kuraklik stresine maruz kalan
bitkilerde canlilik oranmi destekledigini saptamislardir. 7aSnRK2.10’un stomatal
aciklig1 diizenledigini, kuraklikla iliskili gen ekspresyonunu ve PEP iiretimini
yoOnettigini saptayan yazarlar; aymi zamanda stresle iliskili proteinlerin, kontrolli
degradasyonunu tesvik ederek kuraklik toleransinda merkezi bir diizenleyici oldugunu

gostermislerdir (Zhang ve ark., 2023).



Tarnowski ve ark (2020), SnRK2 grubuna ait proteinlerin, absisik asit (ABA) ile
iligkili gelisim siiregleri ve ¢evresel stres yanitlarinda temel sinyal bilesenleri oldugunu
ortaya koymuslardir. Onceki arastirmalardan yola cikarak Tarnowski ve ark (2020),
SnRK2-etkilesimli Kalsiyoum Sensoér (SnRK2-interacting Calcium Sensor veya SCS)
proteinlerinin SnRK?2 aktivitesini inhibe edebildigini dikkate almiglar ve bu etkilesimi
Arabidopsis thaliana tiri iizerinden detayli sekilde incelemislerdir. AtSCS geninin
alternatif transkripsiyon baglangi¢ bolgeleri kullanarak yalnizca N-terminal dizileri
farkli 1iki izoform (AtSCS-A ve AtSCS-B) olusturdugu yazarlar tarafindan
belirlenmistir. Tanimlanan AtSCS-A’nin yam sira, diger tanimlanan kisa izoform
AtSCS-B’nin ekspresyon diizeyi, ¢evresel stres yanitlari, kalsiyum baglama kapasitesi
ve Ca?’ varliginda veya yoklugunda gosterdigi konformasyonel degisimleri analiz eden
arastirmacilar bu genlerin belirgin farkliliklar sergiledigini tespit etmisleridir. Yazarlar
AtSCS-A izoformunun kalsiyum sensorii olarak iglev gordiigiinii, buna karsilik AtSCS-
B’nin bu islevi yerine getirmedigini ifade etmislerdir. Ayrica, her iki izoformun da
SnRK?2 aktivitesini inhibe edebildigini, ancak AtSCS-A’nin bu islev i¢in kalsiyuma
ihtiya¢ duydugunu; AtSCS-B’nin ise kalsiyumdan bagimsiz sekilde etki gosterdigini
saptamiglardir. Arastirmacilar scs-/ mutantt arka planinda, 35S promotorii altinda
AtSCS-A-c-myc veya AtSCS-B-c-myc proteinlerini kararl olarak ifade eden transgenik
Arabidopsis bitkilerinde yiirtittiikleri deneylerle, her iki izoformun da ABA ile aktive
olan SnRK2 sinyal yollarinda negatif diizenleyici rol iistlendigini ve su eksikligi
kosullarinda bitki dayanikliligimi modiile etti§ini gdstermiglerdir. Son olarak,
aragtirmacilar bitkisel proteinlerde bulunan EF-hve-benzeri motiflerin biyokimyasal,

biyofiziksel ve islevsel rollerine dikkat ¢cekmislerdir (Tarnowski ve ark., 2020).

Mazur ve ark (2021), bitkilere 6zgli SNF1-iligkili protein kinaz tip 2 (SNF1-
Related protein kinases Type 2 veya SnRK2) ailesinin, absisik asit (ABA) bagimli ve
bagimsiz sinyal iletim yollarinda merkezi diizenleyici roller {istlendigini ortaya
koymuslardir. Arastirmacilar Arabidopsis  thaliana iizerinde gergeklestirdikleri
analizlerde, ABA tarafindan aktive edilmeyen SnRK2.4 ve SnRK2.10’un, rozet
yapraklarda tuz stresine karsi erken yanit siirecinde devreye girdigini ve uzun siireli
tuzluluk kosullarinda yaprak biiyiimesini geciktirdigini belirlemislerdir. Arastirmacilar
caligmalarinda snrk2.10 mutantlarinda, fotosistem II (PSII) proteinlerinin yeniden
diizenlenmesinde yetersizlik tespit etmisler; bu durumun fotokimyasal olmayan

sontimlemeyi artirdigini, PSII kuantum verimini diisiirdigiinii ve fotosentetik
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adaptasyonu zayiflattigini gostermislerdir. Ayrica yazarlar ayn1 mutantlarda, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) biriktigini ve bu birikimin fotosentetik hasar1 derinlestirdigini,
bliylime iizerinde ise olumsuz etkiler olusturabilecegini ileri siirmiislerdir. Buna karsilik,
snrk2.4 mutantlarinda fotosentezle iligkili anlamli bir degisim gézlemlememislerdir.
Elde ettikleri bulgular, ShRK2.10’un tuz stresine karsi erken donemde hizla aktive
oldugunu; fotosentezin korunmasina, oksidatif hasarin simirlanmasina ve genel stres
toleransinin artirilmasina 6nemli katkilar sagladigini gostermektedir (Mazur ve ark.,

2021).

Son ve Park (2023), bitki biiylimesi, gelisimi ve cevresel streslere karsi
gelistirilen hiicresel yanitlarin, uyarana bagli olarak aktive edilen sinyal yollari
tizerinden diizenlendigini belirtmiglerdir. Bu yollarin, merkezi diizenleyiciler
araciligiyla cesitli bilesenler tarafindan modiile edildigini; protein fosforilasyonunun ise
kinazlar yoluyla gerceklestirilen sinyal iletiminde kritik bir posttranslasyonel
mekanizma oldugunu vurgulamiglardir. Arastirmacilar Serin/treonin kinazlardan olusan
SnRK ailesini, bitkilerde yiiksek diizeyde korunan ve ii¢ alt gruba ayrilan bir gen ailesi
olarak tanimlamigslar; SnRK proteinlerinin yalnizca biiyiime ve gelisimi degil, aym
zamanda abiyotik ve biyotik stres yanitlarin1 kapsayan genis bir sinyal ag1 icinde islev
gordiigiinii ortaya koymuslardir. Ozellikle celtik tizerinde gerceklestirdikleri
caligmalarla, SnRK'lerin karmasik diizenleyici rollerine iliskin mevcut bilgileri
derinlestiren yazarlar, derlemelerinde OsSrRK sinyal yollarmin biiyiime, gelisim ve
stres tepkilerindeki iglevlerini detaylandirarak bu bilgilerin SnRK temelli stres toleransi
stratejilerinin gelistirilmesine bilimsel bir temel saglayabilecegini ifade etmislerdir (Son

ve Park., 2023).

Rachowka ve ark (2023), canli organizmalarin cevresel degisimlere uyum
saglamak amaciyla g¢evrelerini algilayarak uygun hiicresel yanitlar iirettigini ve bu
siirecte sinyal iletiminin fosforilasyon kaskatlar1 araciligiyla yiiritildiigiinii ifade
etmislerdir. Caligmada bitkilere 6zgli Ser/Thr protein kinazlarindan olusan SnRK2
ailesinin, ozmotik stres ve tuzluluk kosullarinda ABA-bagimli ve bagimsiz sinyal
yollarinda merkezi diizenleyici olarak gorev aldig1 gosterilmistir. Tuz stresinin yalnizca
su eksikligiyle sinirli kalmayip ayni zamanda iyon dengesizligi ve oksidatif strese yol
actigini; bu durumun reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimine neden oldugunu

vurgulamiglardir. Arabidopsis iizerinde arastirmacilar yiiriittiikleri deneylerde, ROS’un
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WRKY transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerin ekspresyonunu SnRK2.10
aracilifiyla indiikledigini ve snrk2.10 mutantlarinda bu genlerin ifadesinde belirgin bir
azalma meydana geldigini ortaya koymuslardir. Ayrica ROS’un etkisinin kaynaga baglh
olarak farklilik gosterdigini belirtmislerdir. Arastirmacilar H.O2’nin SnRK?2.10’u aktive
ettigini ancak WRKY genlerinin ekspresyonunu sinirh diizeyde artirdigini; buna karsilik
metil viyolojen (MV) uygulamasinin SnRK2.10’u aktive etmeden yiiksek seviyede
WRKY ekspresyonu sagladigin1 gostermislerdir. Calismada oOzellikle WRKY33,
WRKY40, WRKY46 ve WRKY75 genlerini genis kapsamli stres yaniti hedefleri olarak
tanimlanmistir. Bu bulgularla SnRK2.10’un, stres yanitlarinda ROS kaynagina ve diger
sinyallere bagli olarak hassas bi¢cimde diizenlendigini gdstermiglerdir (Rachowka ve

ark., 2023a).

Shahzad ve ark (2024), toprak suyunun kokler araciligiyla alinmasinin bitki su
homeostazinin temel bir bileseni oldugunu ve degisen cevre kosullarinda biiylimeyi ve
hayatta kalmay1 destekledigini belirtmislerdir. Yazarlar bu siirecin kok hidrolik
iletkenligi (Lpr) tizerinden gerceklestigini ve Lpr’nin akuaporinler tarafindan
diizenlendigini  gostermislerdir.  Arabidopsis’te  yiiriittiikkleri ~ calismalarinda
arastirmacilar, kantitatif ozellik lokusu (QTL) analizleriyle, Col-0 kokenli SnRK2.4
geninin PIP-bagimli su tasginimini artirarak Lpr’nin %30’dan fazlasina katki sagladigini
ortaya koymuslardir. Cvi-0 genotipindeki SnRK2.4 formunun inaktif oldugu; buna
karsilik Col-0 formunun, PIP2;1 akuaporiniyle etkileserek Ser121 pozisyonunu fosforile
ettigi yine ilgili calismada tespit edilmistir. Xenopus oositleri ve maya hiicrelerinde
ylriitiilen deneylerde, bu fosforilasyonun su tagima aktivitesini artirdigi, SnRK2.4’iin bu
aktivasyonunun protein kinaz islevine bagl oldugu ve A sinifi protein fosfataz 2C ile
inhibe edilebildigi tespit edilmistir. SnRK2.4’tin ABA sinyal modiilleriyle benzerlik
tasimasina ragmen, ABA nin Lpr {izerindeki uzun siireli baskilayici etkilerinin SnRK2.4
disindaki mekanizmalarla yonetildigi Shahzad ve ark (2024) tarafindan 6ne stiriilmis;
ayrica, SnRK2.4’iin stomatal acikligin siirdiiriilmesinde ve ABA’ya baglh kok biiytimesi
inhibisyonunda gorev aldigi belirlenmistir (Shahzad ve ark., 2024). Arastirmacilarin
analiz sonuglar1 genetik, molekiiler ve fizyolojik verilerle birlikte degerlendirildiginde,
SnRK2.4Un Lpr diizenlenmesinde merkezi ve kismen 6zgiil bir rol iistlendigi ortaya

¢ikmaktadir.
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Szymanska ve ark (2019), Arabidopsis thaliana’da gerceklestirdikleri ¢aligmada,
SnRK2.4 ve SnRK2.10un tuzluluk gibi ¢evresel stres kosullarinda olusan reaktif oksijen
tiirleri (ROS) yamitindaki islevsel rollerini ortaya koymuslardir. Stresin erken
evrelerinde sinyal molekiilleri olarak goérev yapan ROS’larin, ilerleyen asamalarda
kontrolstiz birikerek lipit, DNA ve protein yapilarinda hasara neden oldugu ve hiicresel
diizeyde zararli etkiler olusturdugu yazarlarin c¢aligmalarinda vurgulanmistir. ROS
iiretimi ve detoksifikasyonunda birgok sistemin gorev aldigi; ROS homeostazinin ise bu
seviyelerin ve enzimatik aktivitelerin siki kontroliiyle saglandigi ilgili calismada
belirtilmistir. Ancak abiyotik stres kosullarinda bu homeostazin hangi sinyal
yolaklariyla diizenlendigi biiyiik o6lgiide belirsizligini korumaktadir. Caligmada,
SnRK2.4 ve SnRK2.10’un ABA’dan bagimsiz sekilde aktive oldugu ve tuz stresinde
hem ROS iiretiminden hem de temizlenmesinden sorumlu genlerin ekspresyonunu
diizenledigi gosterilmistir. Ozellikle SnRK2.4’iin, strese maruz kalan fidelerde katalaz
enzimi diizeyini, aktivitesini ve askorbat miktarin1i modiile ettigi tespit edilmistir.
Calismanin bulgulari, her iki kinazin da ROS homeostazinin hassas kontroliinde
merkezi bir role sahip oldugunu ve abiyotik stres yanitlarinda 6énemli diizenleyiciler

olarak islev gordiigiinii ortaya koymaktadir (Szymanska ve ark., 2019).

Wang ve ark (2023), bitkiye 0zgii bir protein kinaz ailesi olan SnRK2’nin
absisik asit (ABA) sinyal yolunun temel bilesenlerinden biri oldugunu ifade ettikleri
calismalarinda; Vaccinium corymbosum (yaban mersini) lizerine yaptiklari ¢aligmada,
SnRK2 ailesine iligskin verilerin smirli oldugunu vurgulamislar; gergeklestirdikleri
genom analizleri sonucunda VeSnRK2.1-VeSnRK2.6 olmak tlizere alti  {iyeyi
tanimlamislardir. Arastirmacilar, bu genlerden VeSnRK2.3’lin meyve olgunlasmasiyla
pozitif korelasyon gosterdigini ve ABA sinyalizasyonu ile uyarildigin1 ortaya
koymuslardir. Calismadaki gecici gen ekspresyon analizlerinde, VeSnRK2.3’lin
antosiyanin birikiminin arttig1 ve bu etkinin VcF3H, VeDFR, VcANS ve VcUFGT gibi
antosiyanin biyosentezine katilan genlerin transkripsiyonunu destekledigi belirlenmistir.
Arabidopsis VeSnRK2.3°1 asint ifadesini saglayan arastirmacilar, transgenik bitkilerde
belirgin antosiyanin pigmentasyonu gozlemlemislerdir. Yiiriitiilen maya iki hibrit (Y2H)
ve bimolekiiler floresan komplementasyon (BiFC) analizleriyle arastirmacilar,
VeSnRK2.3’lin antosiyanin pozitif dlizenleyicisi olan VeMYBI ile fiziksel etkilesim
kurdugunu tespit etmislerdir. Ayrica, VeSnRK2.3’in, VeMYBI’in VeDFR promotor

bolgesine baglanma yetenegini artirdigin1  gozlemlemislerdir. Sonug¢ olarak,
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VeSnRK2.3’in ABA’ya duyarliligr araciligiyla islev gordiigii ve VeMYBI ile kurdugu
etkilesim yoluyla antosiyanin birikimini tesvik ettigi ilgili ¢aligmada ortaya konmustur

(Wang ve ark., 2023).

Kawa ve ark (2020), bitkilerde erken ozmotik ve tuzluluk stresine verilen
yanitlarda SnRK2 ailesinin merkezi rol oynadigini ortaya koymuslardir. Arabidopsis
thaliana’da SnRK?2 ailesi iiyelerinin, ABA ile aktive olan (SnRK2.2, 2.3, 2.6, 2.7, 2.8) ve
ABA’dan bagimsiz islev gorenler (SnRK2.1, 2.4, 2.5, 2.9, 2.10) olmak {izere iki gruba
ayrildigin1 ¢aligmalarinda tespit etmisleridir. Calismada, ABA-bagimsiz SnRK2’lerin,
mRNA yikiminda gorev alan VARICOSE (VCS) proteinini fosforile ederek
posttranskripsiyonel diizeyde etkili oldugunu ve VCS ile yapisal benzeri VCR
proteinlerinin SnRK2.5, SnRK2.6 ve SnRK2.10 genleriyle etkilesime girdigini ve bu
biyokimyasal olaylarin kinazlar tarafindan dogrudan fosforile edildigi belirlemislerdir.
Belirtilen ¢calismada SnRK2.1, 2.5 ve 2.9’un kontrol kosullarinda; SnRK2.4 ve 2.10’un
ise tuz stresine bagli kok gelisiminde islev gordiigii ve bu durumun SnRK2 iiyeleri
arasinda islevsel yedeklilige isaret ettigi ifade edilmistir. Son olarak c¢alismada, bu
kinazlarin kok sistemini akuaporin transkript diizeyleri ve CYP79B2 enziminin

ekspresyonu araciligiyla yonettigi one siiriilmiistiir (Kawa ve ark., 2020).

Balakrishnan ve ark (2024), Oryza sativa tizerinde yiriittiikleri c¢alismada,
SnRK1 geninin yaprak zararlis1 olan Sonbahar Tirtili (Spodoptera frugiperda)’na karsi
olas1 roliinii incelemislerdir. Enerji yoksunlugu sinyalizasyonunun temel diizenleyicisi
olan SnRK1’in, abiyotik ve biyotik stres yanitlarinda gorev aldigi bilinmesine ragmen,
bocek otculluguna karsi etkisi netlik kazanmadigi i¢in c¢alismanin yapildig
bildirilmistir. Bu amagla ¢aligmalarinda, SnRK 1 igeren yabani tip ve snrkl mutant piring
hatlarin1 kargilagtirarak zararlinin gelisimi, beslenme etkileri ve bitki savunma
tepkilerini degerlendirmisleridir. Ayrica, ayni ¢alismada jasmonik asit (JA) ve JA
inhibitorii olan ibuprofen uygulamalariyla bitkinin hormonal yanitlarin1 analiz
etmislerdir. Denemeler sonucunda, SnRKI mutasyonunun zararliya kars1 anlamli bir
savunma etkisi olusturmadigi; buna karsilik JA uygulamasinin savunma tepkilerini
belirgin bicimde aktive ettigi ortaya konmustur. Elde ettikleri bulgularinda
arastirmacilar, c¢eltikte Sonbahar Tirtili'na karsi savunmanin agirlikli olarak JA
aracilifiyla yuritildigini ve SnRKI’in bu siiregte sinirli bir rol {istlendigini

gostermislerdir (Balakrishnan ve ark., 2024).
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Song ve ark (2023), Poncirus trifoliata iizerinde ylriittiikleri aragtirmada,
SnRK2.4 ve ABF2 proteinlerinden olusan kompleksin, ADC geninin promotdr
bolgesindeki ABRE dizisine baglanarak gen ekspresyonunu aktive ettigini ve bunun
sonucunda putresin  birikimini  artirarak  kuraklik  toleransini  gii¢lendirdigini
gostermiglerdir. Calismalarinda yazarlar, kuraklik kosullarinda ABA tarafindan yukar
regiile edilen ABF2’nin, ADC geninin ifadesini kontrol ettigini ve bu diizenlemenin
SnRK2.4Un Ser93 pozisyonuna gergeklestirdigi fosforilasyon araciligiyla sagladigin
ortaya koymuslardir. Ayrica SnRK2.4’iin  bu fosforilasyon yoluyla putresin
biyosentezini tesvik ettigini ve kuraklik direncine pozitif katki sagladigini rapor
etmislerdir. Sonug¢ olarak, SnRK2.4’in kuraklik stresine karsi gelistirilen molekiiler
yanitlarin hassas kontroliinde merkezi bir islev iistlendigini vurgulamislardir (Song ve

ark., 2023).

Yuan ve Zhao (2025), agir ozmotik stres kosullarinda SnRK2 ailesinin hizl
sekilde aktive oldugunu ve c¢evresel degisimlerin bu sinyal yoluyla algiladigin
bildirmislerdir. Normal kosullarda Clade A tipi 2C protein fosfatazlarin (PP2C), SnRK?2
alt grup III iyelerini inhibe ettigini; PYL proteinlerinin ise bu baskiy1r ortadan
kaldirdigin1 ifade etmislerdir. Siddetli ozmotik stres altinda, SnRK2 alt grup I
kinazlarinin faz ayrismasi yoluyla yogunlasmalar olusturdugunu ve bu mekanizmanin
PP2C aracili inhibisyonu devre dis1 biraktigini bildiren aragtirmacilar; faz ayrismasinin,
kinaz—PP2C etkilesimini keserek sinyal iletimini baslattigin1 ve alt grup I SnRK2 leri
cevresel stres yanitlarinda temel diizenleyici konumuna yerlestirdigini bildirmislerdir.
Ayrica sinyallemenin, makromolekiiler sikisiklik algisi {izerinden fiziksel ayrigmayla

aktive olabilecegini ortaya koymuslardir (Yuan ve Zhao, 2025).

Soma ve ark (2020), kuraklik ve yiiksek tuzluluk gibi ozmotik stres kosullarinda
SnRK?2 ailesinin bitkisel adaptasyonu diizenleyen temel bir sinyal bileseni oldugunu
bildirmiglerdir. Alt smif III SrRK2’lerin, ABA sinyalizasyonunun merkezi
diizenleyicileri olarak gorev yaptigin1 ve ABA aracili ozmotik stres yanitlarinda kritik
roller stlendigini ortaya koymuslardir. Buna karsilik, ABA’ya duyarsiz ve ozmotik
stresle hizla aktive olan alt simif I SnRK2 lerin yalnmizca tohumlu bitkilerde gelistigini
belirtmislerdir. Bu alt grubun aktivasyon mekanizmalarinin uzun siire bilinmedigini;
ancak iic B4 Raf-benzeri MAPKKK’nin bu kinazlar1 dogrudan fosforile ederek aktive

ettigini gostermislerdir. Ydrttiikleri transkriptom analizleriyle, B4 Raf-benzeri
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MAPKKK’lerin diizenledigi genlerle alt sinif I SnRK2’lerin hedefledigi genler arasinda
yiiksek oranda Ortlisme oldugunu saptamislardir. Bu verilerle, B4 Raf-benzeri
MAPKKK leri, ozmotik stres altinda alt sinif I SnRK2’leri dogrudan aktive eden temel

yukar1 akis diizenleyiciler olarak tanimlamislardir (Soma ve ark., 2020).

Jiang ve ark (2022), Triticum aestivum’da (bugdayda) bitki biliylimesi ve
cevresel stres yanitlarmin diizenlenmesinde yasamsal rol oynayan SnRK’lara dair
bilgilerin sinirli oldugunu belirtmislerdir. Bu dogrultuda yiriittiikkleri calismada, 149
TaSnRK genini tanimlamig ve bu genleri filogenetik analiz sonucu ¢ alt aileye
ayrildigini bildirmislerdir. Kamuya agik transkriptom verileri ile qRT-PCR sonuglarini
birlikte degerlendiren yazarlar, genlerin ¢esitli abiyotik ve biyotik stres kosullarinda
Ozgiin ekspresyon paternleri sergiledigini ortaya koymuslardir. Ayrica, SnRK2
ailesinden 7aSnRK2.4-B geninin, PEG, NaCl ve yiiksek doz ABA uygulamalarinda
farkli dlizeylerde ifade edildigini belirlemislerdir. Maya iki-hibrit deneyleriyle
arastirmacilar, bu genin SnRK?2-etkilesimli kalsiyum sensorii (SCS) ile fiziksel etkilesim
kurabildigini ve ABA-bagimli sinyal yollarinda gorev aldigin1 gostermislerdir. Ayrica
TaSnRK2.4-B’nin, bugdayda patojen enfeksiyonlarina karst negatif diizenleyici rol

iistlenebilecegini 6ne siirmiislerdir (Jiang ve ark., 2022).

Wang ve Liu (2021), Dendrobium officinale’de (Dendrobium Orkidesi) SnRK
gen ailesine iliskin bilgilerin smirli oldugunu belirtmislerdir. Gergeklestirdikleri
kapsamli analiz sonucunda, 36 DoSnRK genini tanimlamis ve bu genleri DoSnRKI (1
gen), DoSnRK?2 (7 gen) ve DoSnRK3 (28 gen) olmak iizere li¢ alt gruba ayirmislardir.
Genomik incelemelerde, gen yapilarinda belirgin cesitlilik saptamis; bazi genlerin
intron igermedigini, bazilarmin ise ¢ok sayida introna sahip oldugunu bildiren yazarlar,
alt gruplar i¢inde korunan motiflerin, bu genlerin islevsel benzerliklerini destekledigini
gostermiglerdir. Promotor bolgelerde tespit edilen cesitli cis-elementlerin, DoSnRK
genlerinin abiyotik stres ve hormon sinyallerine duyarli oldugunu isaret ettigini
bildirmislerdir. Calismalarinda arastirmacilar, sekiz farkli dokuda gergeklestirilen RNA-
seq analizleriyle, bu genlerin yaygin sekilde ifade edildigini gostermistir. Ancak,
kuraklik, metil jasmonat ve ABA uygulamalari sonrasinda qRT-PCR ile yapilan
analizler, ilgili genlerin bu stres kosullarina karsi yanit vermedigini tespit etmislerdir.
Elde edilen veriler, D. Officinale’de SnRK gen ailesinin iglevsel analizine temel

olusturmasi agisindan 6nem tasimaktadir (Wang ve Liu, 2021).
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Takahashi ve ark (2020), abiyotik stres kosullarinda bitkilerde aktive olan
SnRK2 kinazlarinin hem ABA-bagimli hem de ABA-dis1 yollarla diizenlendigini ortaya
koymuslardir. Yaptiklar1 c¢alismada, islevsel olarak birbirini tamamlayan MAPKK
kinazlarim1 (M3K’lar) tanimlamislar ve bu kinazlarin, SuRK2/0OST1 {izerindeki kritik bir
bolgeyi fosforile ederek SnRK2’lerin yeniden aktivasyonu ic¢in gerekli oldugunu
gostermiglerdir.  Uyguladiklar1 M3K ii¢li mutasyonlar1  sonucunda, SnRK2
aktivasyonunun, transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu ve stomatal kapanmada
gorev alan SLACI kanalinin islevinin zayiflattigini belirlemislerdir. Ayrica, bu
mutasyonlarin hem ABA’ya hem de ozmotik strese karsi yaniti 6nemli Olgiide
azalttigin tespit etmislerdir. Elde ettikleri bulgular, M3K grubunun, SnRK2 kinazlarinin
stres kosullarinda etkili sekilde devreye girmesi i¢in temel bir diizenleyici islev

tistlendigini gostermistir (Takahashi ve ark., 2020).

Yu ve ark. (2022), SnRK?2 ailesinin, geltikte strese tolerans, biiylime ve gelisim
siireclerinde kritik rol oynadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar ¢alismalarinda celtik
genomunda /0 OsSnRK2 genini tanimlamislar ve bu genlerin yedi kromozom iizerinde
konumlveigini, filogenetik olarak ii¢ alt gruba (I, II ve III) ayrildigini gdstermislerdir.
Promotor bolgelerinde, hormon yaniti ve stresle iliskili ¢ok sayida cis-diizenleyici
elementin tespit edilmesi, OsSnRK2 genlerinin hormonal ve abiyotik stres yanitlarinda
etkili olabilecegini ileri siiren arastirmacilar; dokuya 6zgii ekspresyon analizleriyle, bu
genlerin tiim piring dokularinda ifade edildigini; ancak ekspresyon diizeylerinin hem
dokuya hem de ¢eside bagl olarak farklilik gosterdigini ortaya koymuslardir. Ayrica,
tuz, kuraklik ve kombine tuz-kuraklik stres kosullarinda OsSrRK2 genlerinin farkli
ekspresyon paternleri sergiledigini belirlemislerdir. Elde ettikleri veriler, 6zellikle ABA,
tuz ve kuraklik streslerine karst OsSnRK2 ailesinin olas1 diizenleyici rollerini anlamak

acisindan 6nemli bulgular sunmaktadir (Yu ve ark., 2022).

Lan ve ark (2024a), Vitis vinifera'da (liziim) VvSnRK2.7 geninin kuraklik
stresine yanitini arastirmis ve genin transgenik Arabidopsis thaliana bitkilerinde ifade
edilmesiyle islevsel karakterizasyonunu belirlemeye calismislandir. VvSnRK2.7
proteininin hiicre zar1 ve ¢ekirdekte lokalize oldugunu belirleyen arastirmacilar; fungus
iki-hibrit (Y2H) analizleri sonucunda ilgili genin, VvbZIP proteiniyle spesifik bir
etkilesim kurdugunu gostermislerdir. Ayrica arastirmacilar, kuraklik kosullarinda

VvSnRK2.7 geninin ekspresyonunun arttigini; transgenik bitkilerde antioksidan enzim
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aktivitelerinin ve seker iceriklerinin anlamli sekilde yiikseldigini, buna karsilik bagil
iletkenlik ve malondialdehit (MDA) diizeylerinin azaldigini tespit etmislerdir. Bu
bulgular dogrultusunda, VvSnRK2.7°nin antioksidan savunma sistemini ve seker
metabolizmasii aktive ederek kuraklik direncini destekledigini ortaya koymuslardir

(Lan ve ark., 2024).

Lin ve ark (2021), bitki stres yanitlarinin temel diizenleyicilerinden biri olan
ABA hormonunun, SrnRK2 gen ailesi lizerindeki etkisini incelemislerdir. SnRK2
proteinlerinin, ABA algilayici reseptorlerle baglantili sinyal yolunun temel bilesenleri
oldugunu ve ABA tarafindan hizla fosforilasyon yoluyla aktive edildiklerini ortaya
koymuslardir. Ancak bu hizli aktivasyonun mekanizmasimi agikliga kavusturmak
amaciyla yiiriittiikkleri arastirmada, B2 ve B3 sinifi Raf-benzeri protein kinazlarin,
SnRK2.6'mim aktivasyon halkasini dogrudan fosforile ettigini gostermislerdir. Bu trans-
fosforilasyonun, SnRK2 aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu belirlemislerdir. Ayrica
aktive olan SnRK2 proteinlerinin, heniiz aktive olmamis diger SnRK2’leri
intermolekiiler fosforilasyon yoluyla etkinlestirdigini ve bu sekilde ABA sinyal yanitini
giiclendirdigini ifade etmislerdir. B2 ve B3 sinifi RAF genlerini tasimayan Arabidopsis
mutantlarinin  ABA’ya karsi diisiik duyarlhilik sergiledigini tespit etmislerdir. Bu
bulgularla, SnRK2 aktivasyonunun ABA sinyalinin baslatilmasi ve pekistirilmesindeki

roliinii aciklayan yeni bir model 6nermislerdir (Lin ve ark., 2021).

Zhu ve ark (2020), Brassica napus tiirtinde 114 SnRK genini tanimlamis ve bu
genlerin 19 kromozoma dagildigini bildirmislerdir. Filogenetik analizler ve protein alan
yapisina dayali siniflveirmalarla SnRK gen ailesini ii¢ alt gruba ayirmislardir. Gen
yapist ve motif bilesimi analizleri, bu alt gruplar arasinda belirgin farkliliklar oldugunu
ortaya koymustur. Arabidopsis thaliana ile gergeklestirilen gen duplikasyonu ve senteni
karsilastirmalari, SnRK gen ailesinin evrimsel ge¢misine iliskin Onemli bilgiler
sunmustur. Promotor bolgelerinde belirlenen cok sayida cis-regiilatér elementin, bu
genlerin c¢esitli gevresel streslere karst potansiyel yanit kapasitesine isaret ettigi
belirtilmistir. Dokuya 6zgii ifade profilleri ile abiyotik stresler altindaki transkriptom
analizleri, SnRK genlerinin islevsel cesitliligini desteklemistir. Ayrica, tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) dagilimi iizerinden yapilan degerlendirmeler, farkli B. napus
genotipleri arasinda SnRK gen ailesine iligkin potansiyel fonksiyonel varyasyonlar

ortaya koymustur. Elde edilen bulgularin, bu gen ailesinin genomik mimarisi, evrimsel
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iligkileri ve stres yanitlarindaki rolleri hakkinda kapsamli bir anlayis sagladigi; aym
zamvea fonksiyonel karakterizasyon caligmalarina temel teskil ettigi vurgulanmigtir
(Zhu ve ark., 2020).

Wan ve ark (2022), Cucumis sativus (hiyar) bitkisinde /2 SnRK2 genini
tanimlamis ve bu genlerin bes kromozom {izerine dagildigini bildirmislerdir. Calismada
filogenetik analizlerle bu genlerin ii¢ gruba ayrildigi belirlenmistir. Kolinearite
analizleri, CsSnRK2 gen ailesinin evrimsel siirecte arindirict seg¢ilim baskisi altinda
kaldigim1 gostermistir. Ayni grupta yer alan CsSnRK2 genlerinin benzer ekzon yapilar
ve korunmus motiflere sahip oldugu; intron uzunluklarinin ise evrimsel genisleme
acisindan ayirt edici bir Ozellik tasidigi ifade edilmistir. Promotor bdlgelerinde
gerceklestirilen cis-element analizleriyle arastirmacilar, bu genlerin hormon ve stresle
iliskili sinyallere yanit verebilecek diizenleyici elementler tasidigini ortaya
koymuslardir. Gen ekspresyon analizleri, CsSnRK2.11 (Grup II) ve CsSnRK2.12 (Grup
IIT) genlerinin ABA, NaCl ve PEG uygulamalariyla giiclii sekilde indiiklendigini; buna
karsilik CsSnRK2.2 (Grup III) geninin bu stres kosullarina anlamli yanit vermedigini
gostermistir. Grup I’e ait CsSnRK?2 genlerinin bu tedavilere verdigi yanitin zayif oldugu
belirtilmistir. Protein-protein etkilesim tahminleri, bircok CsSnRK2 proteininin PP2C
dahil olmak tizere dort farkli proteinle etkilesime girebildigini gostermistir. Bu bulgular,
CsSnRK2 genlerinin ABA sinyal yolunda bagimsiz iiglinciill haberci roller
iistlenebilecegini diisiindiirmektedir. Elde edilen verilerin, CsSnRK2 gen ailesinin stres
yanitlarindaki potansiyel islevlerinin aydinlatilmasi adina 6nemli bir referans niteligi

tagidig1 vurgulanmistir (Wan ve ark., 2022a).

Kamiyama ve ark (2021), protein fonksiyonlarmin diizenlenmesinde geri
dontigsiimlii fosforilasyonun temel bir mekanizma oldugunu ve bu siirecin ¢evresel
uyarilara verilen yanitlar da dahil olmak iizere pek cok hiicresel olayr kontrol ettigini
belirtmislerdir. Bitkilere SrnRK2’lerin, biliyiime, gelisim ve cesitli abiyotik stres
kosullarina kars1 toleransin merkezi diizenleyicileri oldugunu ortaya koymuslardir.
SnRK?2 aktivitesinin genellikle absisik asit (ABA) ile siki bi¢imde kontrol edildigi;
ancak grup B Raf-benzeri protein kinazlar tarafindan ABA’dan bagimsiz olarak da
aktive edilebildigi yazarlarin bu c¢alismasinda goOsterilmistir. Ayrica, arastirmacilar
SnRK2’lerin biiylime regiilasyonunda TOR (Target of Rapamycin) sinyal yolu
aracilifiyla da islev gosterebilecegine dair kanitlarin giderek arttigi ifade etmislerdir

(Kamiyama ve ark., 2021a).
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Mishra ve ark (2021a), SnRK gen ailesinin, hedef proteinleri fosforile ederek
ardisik sinyal yollarin1 diizenledigini ve bitkilerin stres yanitlarinda kritik roller
iistlendigini belirtmislerdir. Bu baglamda yiiriittiikleri ¢caligmalarinda, bugday genomu
tizerinde 174 SnRK genini tanimlamislar ve bu genleri filogenetik analizler ile alan
tiplerine gore SnRKI, SnRK2 ve SnRK3 olmak ilizere ii¢ alt gruba ayrildigini
belirtmislerdir. Arastirmacilar, her bir alt gruptaki genlerin intron—ekzon yapilarinin ve
protein motif bilesimlerinin benzer, gruplar arasinda ise belirgin bicimde farkl
oldugunu ortaya koymuslardir. Bugday ile Arabidopsis genomlar1 arasinda
gerceklestirdikleri gen duplikasyonu ve sinteni analizleriyle, 7aSnRK gen ailesinin
evrimsel Ozelliklerine iligkin 6nemli bulgular elde etmislerdir. Yazarlar promotdr
bolgelerinde gergeklestirdikleri cis-element analizlerinde, 129 SnRK geninde stres ve
hormona duyarli ¢ok sayida diizenleyici element tespit etmislerdir. Ger¢ek zamanli PCR
(qQRT-PCR) sonuglari ise, 1s1, tuz ve kuraklik uygulamalari sonras1 7aSnRK2.11 geninin
ekspresyonunun arttigini gostermistir. Yazarlar bu sonuglarin, genin abiyotik stres
toleransinda potansiyel bir aday oldugunu diisiindiirebilecegini bildirmislerdir. Ayrica
arastirmacilar, sekiz mikroRNA’nin 16 7aSnRK genini hedefledigini ve bu genlerin
stres yanitlari ile farkli biyolojik yollarin diizenlenmesinde 6nemli roller iistlenebiliyor

olacagini ortaya koymuslardir (Mishra ve ark., 2021).

Wang ve ark (2023b), TOR (rapamisin hedefi) ve SnRK1 (sukroz non-fermente 1
iligkili protein kinaz 1) sinyalleme mekanizmasinin dkaryotlarda besine bagli biiytimeyi
diizenlemek iizere evrimlestigini belirlemislerdir. Yazarlar, bu yolaklarin tiim dkaryotlar
arasinda korunmus islevler tasidigini, ancak son yirmi yilda bitkilere 6zgii bir¢cok
yeniligin eklendigini vurgulamislaridir. Bitkilerde, evrimsel olarak SnRK/ baglantili
eski kinazlardan tiireyen SnRK2 ve SnRK3 iiyelerinin biiylime, stres yanitlar1 ve besin
dengesi gibi siireclerde 6zellestigini belirten yazarlar, gilincel bulgularla, SnRK ler ile
TOR kinazlariin bitkilerde besin ve stres yanitlarini kontrol eden karmasik bir agin
parcast oldugunu ve bu iki yolak arasinda yogun bir etkilesim bulundugunu ortaya
koymuslaridir. Ayrica bu kinazlarin, evrimsel siiregte gelisen bitki hormon sinyalleme
yollariyla dogrudan baglantili oldugunun ifade edildigi ¢alismadan sonug olarak, TOR—
SnRK sinyal bilesenlerinin evrimi, ayrismast ve hormon sinyalleriyle kurdugu
etkilesimler aracilifiyla bitki biiylimesi ve stres yanitlarinin hassas bir sekilde

diizenlendigini ileri stiriilmiistiir (Wang ve ark., 2023).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 SnRK?2 genlerinin secilmesi

SnRK2 genlerinin belirlenmesi amaciyla, oncelikle Ensembl Plants veritabani
(Yates ve ark., 2022) kullanilarak Arabidopsis thaliana, Zea mays (misir) ve Oryza
sativa (celtik) tlirlerine ait tiim SnRK genlerinin amino asit dizileri elde edilmistir. Elde
edilen bu referans protein sekanslari, Sorghum bicolor (sorgum) genomunda SnRK
genlerini tespit edebilmek amaciyla BLASTP analizi ile sorgulanmistir ve analizler

Phytozome veritabani (https://phytozome-next.jgi.doe.gov) lizerinde

gergeklestirilmistir (Goodstein ve ark., 2012) Sorgum genomuna ait SnRK homologlari
BLAST sonuglarima gore tanimlanmis ve Ozellikle SnRK2 alt grubu proteinleri
arastirmaya dahil edilmistir.

Elde edilen tiim SnRK homologlari, herhangi bir alt grup ayrimi yapilmaksizin
caligmaya dahil edilmistir. Bu tercihin temel nedeni, oOzellikle koekspresyon
analizlerinde potansiyel olarak islevsel olan veya ortak regiilasyon gosteren SnRK2
genlerinin tamaminin kapsanabilmesidir. Boylece genler arasi iliskiler daha biitiinciil bir

sekilde degerlendirilebilmistir.

3.2 mRNA Veri Kaynagi ve Veri Ekstraksiyonu

Bu ¢alismada kullanilan veri, National Center for Biotechnology Institue (NCBI)
Sequence Read Archive (SRA) veri tabaninda bulunan PRINA1159475 aksesyon ve
1159475 kimlik numarali verinin islenmesiyle elde edilmistir. ilgili veri, yiiksek lisans
(Master), doktora (PhD) ve doktora sonrasi arastirmacilar (Postdoc) i¢in uluslararasi
diizeyde 6grenim ve akademik arastirmalart desteklemeyi amaglayan bir program olan
"LAMP" programi tarafindan desteklenen RS-2023-00301914 numarali projenin 2023
yilinda Kore Ulusal Arastirma Vakfi tarafindan desteklenmesiyle Sangji
Universitesindeki arastirmacilar tarafindan 1slak-lab deneyleri ile elde edilmistir.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA1159475).

3.4 Verinin elde edildigi bitkilerin biiyiime ve gelisme kosullar:

Verinin tretildigi proje kapsaminda Sorghum bicolor L. Hwanggeumchal adli
sorgum c¢esidinin farkli abiyotik streslere (cevresel ve fiziksel zorluklara) karsi

gosterdigi transkriptomik tepkileri (gen diizeyindeki yanitlari) tespit edilmeye
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calisilmigtir. Calismada ele alinan stres kosullari tuz, kuraklik, sicaklik, soguk stresleri
ve hormon uygulamalarindan olusmaktadir. Ancak bu tez kapsaminda sadece soguk
stresine ait olan transkriptom verisinin bir kismi kullanilmisgtir.

Ilgili calismada kullanilan sorgum tohumlari, énce yiizey sterilizasyonu islemine
tabi tutuldugu bildirilmistir. Bu islem, tohumlarin dis ylizeyindeki istenmeyen
mikroorganizmalarin yok edilmesini ve steril bir ortamda ¢imlenmesini saglamasi i¢in
yapilmistir.  Sterilize edilen tohumlarin, toprak i¢inde ve kontrollii bir ¢evre odasi
(biiyiime odas1) kosullarinda yetistirildigi bildirilmistir. Giinliik 1s1iklanma siiresinin 16
saat 151k, 8 saat karanlik (fotoperiyot) olarak ve giindiiz- gece sicakliklarinin 25 °C -23
°C olarak ayarlandig1 bildirilmistir. Bitkilerin iki haftalik olana kadar bu sekilde

yetistirildigi ve daha sonra 6rnekleme asamasina gecildigi belirtilmistir.

3.4.1 Ornek toplama

llgili ¢aligmada bitkilerden elde edilen yaprak &rnekleri, stres uyguladiktan 6.
saat sonra toplanan yaprak ornekleri ve herhangi bir strese maruz birakilmamis kontrol

bitkilerinden elde edilen yaprak orneklerinden olusmaktadir.

3.4.2 RNA dizileme siireci:

RNA dizileme siireci calismaya yapan arastirmacilar tarafindan su sekilde
yapilmistir. Oncelikle toplanan yaprak 6rneklerinden RNA izole edilmis, ardindan bu
RNA’lardan ¢cDNA kiitiiphaneleri hazirlanarak Illumina’nin NovaSeq 6000 teknolojisi
ile ikili uglu (paired-end) ve her biri 100 baz ¢ifti (2 x 100 bp) uzunlugunda dizileme
yapilmistir. Daha sonra dizileme siiregcleri ham veri olarak NCBI SRA platformuna

yiiklenmistir. Belirtilen veri bu ¢alisma kapsaminda tarafimizdan indirilerek iglenmistir.
3.5 Biyoinformatiksel Analizler

Bu ¢alisma kapsaminda 6ncelikle ham verilerin ekstrakte edilmesi ve daha sonra
verinin gen-gen etkilesimlerini sunabilmesi i¢in uygulanan analizler hakkinda bilgi

verilecektir.

3.5.1 Verilerin Galaxy Platformuna Yiiklenmesi

Yukarida kaynagi belirtilen verinin deneme dizayni asagidaki Cizelge 3.1’deki
gibidir. Buna gore 6 saat soguga maruz birakilan sorgum bitkileri ile kontrol 6rnekleri

tic tekrarli olarak NCBI SRA sayfasina yiiklenmistir. SRA kodlart kullanilarak bu
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veriler Galaxy (Europe) ortamina aktarilmistir (https://usegalaxy.eu) (Afgan ve ark.,

2016) .

Cizelge 3.1 Denemeye ait veri dizayn1 ve SRA kodlari

SRA Kodu Uygulama SRA Kodu Uygulama

SRR30628870 cold 6h rep2 SRR30628880 control 6h rep2
SRR30628871 cold 6h repl SRR30628881 control 6h repl
SRR30628868 cold 6h rep3 SRR30628869 control 6h rep3

3.5.2 Verilerin Ekstraksiyonu, Etiketlenmesi ve Kalite Kontrolii

Veriler Galaxy’e yiiklendikten sonra FastQC dosyalarinin ekstraksiyonu “Faster
Download ve Extract Reads in Fastq format NCBI SRA” adli tool yardimi ile ekstrakte
edilmis ve etiketlenmistir (Leinonen ve ark., 2011). Daha sonra veri “Flatten
Collection” yardimiyla diizlestirilmistir (Afgan ve ark., 2016). Diizlestirilen veri, Falco
(de Sena Brveine ve Smith, 2021) adl tool ile FastQC ve MultiQC araglar1 kullanilarak
kalite testine tabi tutulmustur (Verews, 2010; Ewels ve ark., 2016).

3.5.3 Verilerin Kirpilmasi

Verilerin kirpilmasi Fastp (Chen ve ark., 2018) ad1 verilen aracin kullanimi ile
yapilmistir. Kisaca bazi parametrelere iligkin belirlenen oOlgiitler su sekildedir : “asir1
ifadeli ornekleme” 20, “kalifiye kalite phred” 20 ve “istenen uzunluk” 30,” polyg
endiisiik uzunlugu” 10. Diger ayarlar genel olarak default olarak tutulmustur. Kirpma
sonrasi tekrar veriler tekrar kalite kontroliine tabi tutulmustur (Verews, 2010; Ewels ve

ark., 2016).

3.5.4 Genom Bilgi Dosyalarinin Indirgenmesi

Calismadaki verilerin esktraksiyonu olan gerekli olan genom dosyalarina (gtf,

referans gibi) biitlin dosyalar Ensembl Plants (https://plants.ensembl.org/index.html)

adl veri tabanindan indirilmistir (Yates ve ark., 2022).

3.5.5.Genoma Hizalanma ve Okuma Yoniiniin Belirlenmesi

RNA dizileri, STAR hizalayic1 kullanilarak referans genom {izerine
hizalanmistir (Dobin ve ark., 2013). Hizalama basarisina ait kalite kontrolii yine
MultiQC araci ile yapilmistir (Ewels ve ark., 2016).Gen anotasyonuna ait GTF
dosyalar1 BED12 formatina (Kent ve ark., 2002) doniistiiriilmiis ve ardindan Infer

Experiment aract ile okuma yonelimi belirlenmistir (Wang ve ark., 2012).
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3.5.6 Diferansiyel Gen Ekspresyon Analizi

Hizalanan veriler, FeatureCounts (Liao ve ark., 2014) araci kullanilarak islenmis
ve her gen i¢in okuma sayilar1 (raw counts) elde edilmistir. Kalite kontrolii MultiQC ile
yapildiktan sonra (Ewels ve ark., 2016) elde edilen sayisal matris, diferansiyel gen
ekspresyon analizini gerceklestirmek amaciyla DESeq2 (Love ve ark., 2014) aracina
giris olarak verilmistir. Bu analiz sonucunda, farkli kosullar arasinda anlamli sekilde
degisen genler istatistiksel olarak belirlenmis; her gen i¢in log2 kat degisim (log2 fold-
change) ve FDR (False Discovery Rate) degerleri  hesaplanmistir.
DESeq2, TPM (Transcripts Per Million) degeri liretmemektedir; analiz yalnizca ham
okuma sayilar1 tlizerinden normalize edilmis varyans tahminleri ve istatistiksel

karsilastirmalar ile gerceklestirilmistir.

3.5.7 AGKA Haritasinin Olusturulmasi

Biyolojik olarak anlamli bir gen koekspresyon agi olusturmak amaciyla, uygun
bir soft-thresholding power () degeri, AGKA paketinde yer alan pickSoftThreshold
fonksiyonu kullanilarak belirlenmistir (Langfelder ve Horvath, 2008). Bu fonksiyon,
aday gilic degerleri (power) araliginda Olgeksiz topoloji uyum indeksi (R?)’ni
degerlendirerek, agin yaklasik olarak dlgeksiz bir yapiya ulastig1 en diisiik giic degerini
tespit etmeyi hedeflemektedir. Genel olarak, R? degerinin 0.8 veya {iizeri olmasi,
Olceksiz topolojiye uygun bir ag yapisim1 gosteren gecgerli bir esik olarak kabul
edilmektedir. Ancak, veri setimizde test edilen hicbir giic degeri geleneksel R* > 0.8
esik degerine ulasmamistir. Bu tiir durumlarda Langfelder ve Horvath (2008), bunun
yerine Olgeksiz topoloji egrisinin plato yaptigi, ayni zamda ortalama baglantinin (mean
connectivity) da kabul edilebilir diizeyde kaldig1 bir giic degerinin secilebilecegini
belirtmektedir. Bu yaklasim, asir1 seyrek (sparse) ve biyolojik olarak anlamdan uzak
aglarin olusmasini 6nlemeyi amaglamaktadir.

Bu gerekceyle, R? degeri yaklasik 0.999 ile plato egiliminde olan ve ayni
zamanda ortalama baglant1 degeri 3860 gibi yeterli bir diizeyde kalan power = 12
sec¢ilmistir (Cizelge 3.2). Daha yiiksek gii¢ degerleri (6rnegin 18-20), R? degerlerini bir
miktar iyilestirse de (6rnegin power 20°de ~0.5), ayn1 zamanda ortalama baglantida
ciddi bir diislise (6rnegin 2560) neden olmus ve bu da agin parcalanmasina veya

biyolojik olarak anlamsiz modiillerin ortaya ¢ikmasina yol agabilecegi diisliniilmiistiir .
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Tiim bu analiz adimlari, R yazilimi (v4.3.1) ortaminda, yazarlar tarafindan 6zel olarak

gelistirilen betikler araciligryla yiirtitiilmiistiir (Team, 2023).

Cizelge 3.2 Hesaplanan Gii¢ Degerleri (Power) ve Olgeksiz topoloji uyum indeksi (R?)

Power SFT.R.sq slope truncated.R.sq mean.k. median.k. max.k.

1 0.5050 1..3100 0.727 15600 17700 19700
2 0.1220 0.3670 0.704 11600 13600 16800
3 0.0101 0.0874 0.796 9400 11100 15000
4 0.0049 -0.0567 0.857 7990 9260 13800
5 0.0311 -0.134  0.897 6990 7860 12900
6 0.0537 -1.76 0.955 6230 6750 12100
7 0.0923 -2.19 0.966 5640 5860 11500
8 0.1210 -0.246  0.983 5160 5120 11000
9 0.1570 -2.74 0.991 4750 4500 10500
10 0.1940 -0.296  0.995 4410 3980 10100
11 0.2290 -0.316  0.997 4120 3530 9720
12 0.2620 -0.334  0.999 3860 3150 9380
13 0.2960 -0.351  0.999 3630 2830 9070
14 0.3270 -0.365  0.998 3430 2540 8790
15 0.3560 -0.393  0.996 3250 2290 8530
16 0.3900 -0.393  0.996 3080 2070 8290
17 0.4190 -0.406  0.994 2940 1870 8070
18 0.4480 -0.418  0.993 2800 1700 7860
19 0.4740 -0.43 0.992 2680 1550 7660
20 0.5000 -0.441  0.989 2560 1420 7470

Cizelge 3.3’te belirli bir olasilik (probability) veya giiven diizeyine karsilik gelen
esik (threshold) degeri yiikseldikge, agdaki kenar (edge) sayisinin azaldigi
goriilmektedir. Genler arasi iligkileri temsil eden kenarlar1 tanimlamak amaciyla,
hesaplanan korelasyon benzerlik degerlerine farkli esik seviyeleri uygulanmistir. Bu
kapsamda, 0.995 ile 0.9995 araliginda degisen esik degerleri test edilmistir. Her bir esik
seviyesi i¢in agda kalan kenar (baglanti) sayist1 hesaplanarak agin yogunlugu
degerlendirilmistir. Esik degeri arttikca ag daha seyrek hale gelmis; 6rnegin 0.995 esik
degeriyle 1,720,229 baglant1 elde edilirken, 0.9995 esiginde yalnizca 167,649 baglanti
kalmistir. Bu analiz, biyolojik anlamlilik tasiyan giicli baglantilarin secilmesini

saglamay1 amaglamistir.



Cizelge 3.3 Cytoscape programinda goriintiilenecek baglanti ve kenar sayisinin

belirlenmesi
Yiizde Olasihik Esik degeri Kenar Saysi
99.5% 0.9950 0.9586 1720229
99.6% 0.9960 0.9643 1376184
99.7% 0.9970 0.9707 1032138
99.8% 0.9980 0.9783 688092
99.9% 0.9990 0.9891 344046
99.95% 0.9995 0.9968 167649

25
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1 Ham Verilere Ait Onemli Grafikler

Bu bolimde ham verilere ait kalite kontrol degerlendirmesi kapsaminda;
ortalama baz kalite skorlarmi gosteren Ortalama Kalite Skorlari, dizilerin GC oranlarina
gore dagilimmi sunan Her bir Dizideki GC Igerigi, veri tekrar oranlarini inceleyen
Sekans Duplikasyon Diizeyleri ve dizilerin sabit uzunlukta olup olmadigini
degerlendiren Dizi Uzunluk Dagilimi1 grafiklerinin yorumlar1 yapilmistir. Hem kontrol

hem de uygulama gruplar1 i¢in bu grafikler karsilastirmali olarak ele alinmustir.

4.1.1 Veri Kalitesine Ait Genel istatistikler

Sekil 4.1'de arastirmada kullanilan kontrol grubuna ait ham RNA-Seq verilerinin
temel istatistikleri sunulmaktadir. Veriler, ¢ift yonlii dizileme (paired-end) formatinda
olup her ornek i¢in ileri (forward) ve geri (reverse) okuma verileri ayr1 ayri
degerlendirilmistir. Her bir 6rnek i¢in toplam okuma sayist 28.5 milyon ile 31.4 milyon
arasinda degismektedir. Bu degerler, diferansiyel gen ekspresyonu analizleri icin yeterli
diizeyde okuma derinligini saglamaktadir. GC igerigi, %52 ile %56 arasinda olup, bu
oranlar sorgum bitkisinin genomik yapisiyla uyumlu ve dengeli bir dagilim
gostermektedir. Tekrar oranlar1 (Dups) ise %67.9 ile %69.4 araliginda tespit edilmistir.
Bu yiiksek oranlar, kiitliphane karmasikliginin nispeten diisiik olabilecegine veya belirli
transkriptlerin fazla temsil edilerek PCR c¢ogaltimina bagli yinelenmelerin artmis
olabilecegine isaret etmektedir. Genel olarak, okuma sayis1 ve GC igerigi agisindan
kaliteli veriler elde edilmis olup, tekrar oranlarinin yiiksekligi dikkatle degerlendirilmek

kaydiyla verilerin analiz i¢in uygun oldugu sonucuna varilabilir.

Sample Name Dups GC Seqs
SRR30628869_forward 69.2% 52.0% 31.4M
SRR30628869_reverse 66.4% 55.0% 31.4M
SRR30628880_forward 68.5% 53.0% 285M
SRR30628880_reverse 67.9% 56.0% 285M
SRR30628881_forward 69.4% 53.0% 30.9M
SRR30628881_reverse 68.8% 55.0% 30.9M

Sekil 4.1 Kontrol bitkilerinden elde edilen dizilerin genel istatistikleri

Arastirmada 6 saat boyunca soguk stresine maruz birakilan sorgum Orneklerine

ait ham RNA-Seq verilerinin temel istatistiklerini gdstermektedir. Veriler yine cift
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yonlii dizileme (paired-end) formatinda olup, her bir biyolojik tekrar i¢in ileri (forward)
ve geri (reverse) okuma verileri ayr1 ayri sunulmustur. Toplam okuma sayisi, 6rnekler
arasinda 32.3 milyon ile 35.0 milyon arasinda degismekte olup, bu degerler yiiksek
okuma derinligine sahip kaliteli verileri isaret etmektedir. Bu durum, hem biyolojik
cesitliligin iyi temsil edildigini hem de diferansiyel gen ekspresyonu gibi ileri analizler
icin saglam bir veri temeli sagladigini gostermektedir. GC igerigi, %51 ile %53 arasinda
degismektedir. Bu dagilim oldukga dengeli olup, bitkinin genomik yapisiyla uyumlu bir
GC oram profili sunmaktadir. Herhangi bir Ornekte asin1 GC “6n yargisi”
gbzlemlenmemistir. Tekrar oranlart (Dups) ise %67.6 ile %70.8 araliginda degismekte
olup genel olarak yiiksektir. Bu durum, yliksek derecede ¢ogaltilmis dizilerin varligina
veya kiitliphane karmasikliginin sinirli olabilecegine isaret etmektedir. Bu oranlar
analizlerin giivenilirligini engelleyecek diizeyde olmamakla birlikte, yorumlama
asamasinda dikkatle ele alinmalidir. Genel olarak, soguk stresine maruz kalan
orneklerden elde edilen ham veriler yiiksek okuma sayisi, dengeli GC igerigi ve analiz
icin yeterli kaliteyle sahiptir. Tekrar oranlarinin yiiksekligi teknik bir sinirlilik olarak

degerlendirilse de analizlerin yiiriitiilmesi agisindan veriler uygun bulunmustur.

Sample Name Dups GC Seqs
SRR30628868_forward 63.0% 51.0% 323Mm
SRR30628868_reverse 67.6% 53.0% 32.3M
SRR30628870_forward 69.1% 52.0% 33.7M
SRR30628870_reverse 68.0% 530% 33.7TM
SRR30628871_forward 70.8% 51.0% 350M
SRR30628871_reverse 63.2% 52.0% 350M

Sekil 4.2 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilen dizilerin genel istatistikleri

4.1.2 Ham RNA Dizilerine Ait Ortalama Kalite Skorlari

Sekil 4.3’te, arastirmadaki kontrol grubu orneklerine ait ham verilerin kalite
degerlendirmesini gostermektedir. Grafik, her pozisyondaki ortalama Phred kalite
skorlarin1  temsil etmektedir ve MultiQC aract ile olusturulmustur. 100 baz
uzunlugundaki dizilerde, tiim pozisyonlar boyunca kalite skorlari 35'in iizerinde
seyretmektedir. Bu deger, yiiksek kaliteli baz ¢gagrimi anlamina gelir ve minimum hata
oranina sahip giivenilir veriler elde edildigini gosterir (Phred skoru >30 = %99.9
dogruluk). Kalite egrisi diiz ve stabildir; herhangi bir pozisyonda ani disiis
gozlemlenmemektedir. Verinin ug¢ bolgelerinde (baslangi¢ ve bitis) dahi kalite kaybi

bulunmamasi, kiitiphane hazirlama ve dizileme adimlarinin basarili bir sekilde



28

uygulandigini gostermektedir. Bu sonug, ham verilerin kirpma iglemi 6ncesinde dahi
olduke¢a yiiksek kalitede oldugunu ve ileri analizler i¢in ideal bir baslangi¢ materyali

sundugunu dogrulamaktadir.

FastQC: Mean Quality Scores

6 samples
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Sekil 4.3 Kontrol bitkilerinden elde edilen dizilerin kalite profili

FastQC: Mean Quality Scores
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Sekil 4.4 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilen dizilerin kalite profili

Calismada soguk stresine maruz birakilan Orneklere ait ham RNA-Seq
verilerinin kalite profilini gostermektedir (Sekil 4.4). Grafik, her baz pozisyonundaki
ortalama Phred kalite skorlarin1 6zetlemekte olup, MultiQC araciyla olusturulmustur.
Kalite degerleri tiim 100 baz boyunca olduk¢a stabildir ve 35 Phred skoru civarinda
seyretmektedir. Bu da dizileme siirecinin genel olarak son derece basarili oldugunu ve
baz ¢cagrim dogrulugunun yaklasik %99.9’un iizerinde oldugunu gostermektedir. Kalite

egrisinde belirgin bir diisiis ya da varyasyon goriilmemektedir. Ozellikle 3' ve 5'
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uclarindaki stabilite, kiitliphane hazirlama ve dizileme basamaklarinin teknik acgidan
diizgiin yuritildiglini gostermektedir. Bu baglamda, soguk 6rneklerine ait ham veriler
herhangi bir agresif kirpma ihtiyaci olmaksizin, dogrudan analiz edilebilir nitelikte

yluksek kaliteli bir veri seti sunmaktadir.

4.1.3 Ham RNA Dizilerine Ait Ortalama GC I¢erigi Oranlar

Sekil 4.5'te kontrol grubu oOrneklerine ait dizilerin GC igerigi dagilimi
gosterilmektedir. Grafikteki egriler genel olarak %45-55 GC araliginda yogunlagmakta
olup, bu durum sorgum bitkisine ait RNA dizileri i¢in beklenen biyolojik GC dagilimi
ile uyumludur. Ancak egrilerin ¢ift tepe yapmasi, Ozellikle ikinci bir yiiksek GC'li
tepenin varligi, baz1 6rneklerde GC agisindan zengin dizilerin asir1 temsil edildigini
gosterebilir. Bu durum, rRNA kontaminasyonu, kopya sayis1 yiiksek transkriptler veya
teknik ¢ogaltim etkilerinden kaynaklanabilir. Yine de genel dagilim, kontrol
orneklerinin biyolojik gerceklige uygun ve analiz i¢in kullanilabilir nitelikte oldugunu

gostermektedir.

FastQC: Per Sequence GC Content

Percentages, 6 samples

0% 20% 40% 50% 50% 100%

Sekil 4.5 Kontrol bitkilerinden elde edilen dizilere ait GC igerigi (%)
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FastQC: Per Sequence GC Content

Percentages, 6 samples

0% 20% 40% 50% 80% 100%

Sekil 4.6 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilen dizilere ait GC igerigi (%)

Sekil 4.6’da, soguk stresine maruz birakilan 6rneklerin GC igerigi yiizdesine
gore dagilimi gosterilmektedir. Grafikteki egriler, drneklerin biiyiik bir kisminda GC
oraninin %45-55 araliginda yogunlastigin1 gdstermektedir ki bu, sorgum bitkisi i¢in
beklenen genomik GC igerigi ile uyumludur. Ancak dikkat ¢ekici olan, ¢ift tepe
gdriiniimiiniin bu grupta da belirgin olmasidir. Ilk tepe biyolojik olarak beklenen normal
dagilimi temsil ederken, ikinci tepe Ozellikle yiiksek GC igerigine sahip transkriptlerin
asir1 temsil edilmesine isaret ediyor olabilir. Bu durum, bazi gen ailelerinin, rRNA
kalintilarinin veya stres altinda asir1 ifade edilen yiiksek GC igerikli transkriptlerin
etkisiyle olusmus olabilir. GC igerigindeki bu ¢ift tepe yapisi, teknik bir sorun olmaktan
cok, biyolojik bir yamtin molekiiler yansimasi olarak yorumlanabilir. Ozetle, GC
dagilimi genel olarak dengeli olsa da, stres kosullarinin ifadesel yanitlariyla iliskili

olarak bu tiir ¢ift tepe yapilar biyolojik anlam tastyabilir.

4.1.4 Ham mRNA Dizilerine Ait Dizi Duplikasyon Oranlar1

Sekil 4.7'de kontrol 6rneklerine ait dizi tekrar diizeyleri (sequence duplication
levels) gosterilmektedir. Grafikte ¢ogu dizinin diisiik tekrar seviyelerinde (1-2 kez
gbzlemlenen) yogunlastig1 goriilmektedir. Tekrar diizeylerinin ¢ogunlukla diisiik kopya
sayilarinda yogunlagmasi, kiitiiphane karmasikliginin yiliksek oldugunu ve teknik
cogaltim etkisinin siirli kaldigimi gostermektedir. Grafikte yalmizca >10 tekrar
seviyesinden sonra kii¢lik bir artis gézlemlenmekte, ancak bu artis geneli etkilemeyecek

diizeydedir. Bu tip kiigiik bir tepe, yiiksek ifadelere sahip bazi transkriptlerin dogal
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cogunlukla temsil edilmesinden kaynaklanabilir. Bu baglamda, dizi tekrar diizeyleri veri

kalitesi agisindan tatmin edici ve biyoenformatik analizler i¢in uygun goriinmektedir.

FastQC: Sequence Duplication Levels

6 samples
100%
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Sekil 4.7 Kontrol bitkilerinden edilen dizilere ait duplikasyon oranlari

Calismaya ait soguk uygulama oOrneklerinin kiitiiphane igerisindeki tekrar
diizeyleri Sekil 4.8’de gdsterilmektedir. Tekrar seviyesi 1 olan diziler (yalnizca bir kez
gbzlenen) yaklasik %20 oraninda yer almakta olup, bu deger kiitiiphane igerisinde
benzersiz dizilerin yeterli oranda temsil edildigini gostermektedir. Bu da kiitiiphane
karmasikliginin makul diizeyde oldugunu gosterir. Bununla birlikte, >10 kopyadan fazla
olan dizilerde kiiciik ama belirgin bir artis goézlenmektedir. Bu durum, baz
transkriptlerin ¢ok yiliksek diizeyde ifade edilmis olmasindan ya da teknik
cogaltimlardan (PCR bias gibi) kaynaklanabilir. Ozellikle stres kosullarinda, bazi
genlerin dogal olarak ¢ok yiiksek sayida transkript iiretmesi de bu artis1 aciklayabilir.
Dolayisiyla genel dagilim, kabul edilebilir diizeyde bir tekrar profili sunmaktadir.
Ancak yiiksek tekrar seviyelerinde gdzlenen bu artisin biyolojik ya da teknik kaynakli
olabilecegi g6z oOniinde bulundurularak veri traglamasi ile veri daha saglikli hale

getirilmistir.
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FastQC: Sequence Duplication Levels
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Sekil 4.8 Uygulama yapilmis bitkilerden edilen dizilere ait duplikasyon oranlari
4.1.5 Dizi Uzunlugu Dagilimi

Tim orneklerde (kontrol ve uygulama) dizi uzunlugu sabit olup, diziler yalnizca
101 baz cifti (bp) uzunlugundadir. Bu durum, dizileme isleminin yiiksek tutarlilikla
gerceklestirildigini ve veri setinde herhangi bir parca uzunlugu heterojenitesi
bulunmadigini gostermektedir. Ayn1 zamda kirpma isleminden sonra tiim dizilerin esit
uzunlukta korunmus olmasi, kalite kontrol ve kirpma adimlarmin standartlarina uygun
sekilde uyguladigim1i  gostermektedir. Bu 0Ozellik, hizalama algoritmalarinin
performansini artirir ve asagi akis analizlerinin (6rnegin diferansiyel gen ekspresyonu)

daha tutarli sonuglar vermesine katki saglar.

4.2 Trimleme Sonrasi Kalite Degerlendirmesi

Fastp araci kullanilarak gerceklestirilen veri kirpma islemi, diisiik kaliteli bazlarin
ve olast adaptor sekanslarmmin veriden uzaklastirilmasint saglamistir. Bu islemin
ardindan, dizilerin genel kalite profili yeniden degerlendirilmis ve kirpma isleminin veri
kalitesine olan etkisi gorsel ve sayisal olarak analiz edilmistir. Bu kapsamda; kirpma
sonras1 ortalama baz kalite skorlarin1 gdsteren Ortalama Kalite Skorlar1 (veri kirpmast
sonrast), her dizinin ortalama kalite skor dagilimini sunan Dizi Basina Kalite Skorlari,
ve dizilerin kirpma sonrasi uzunluk dagilimimi gosteren Dizi Uzunlugu Dagilimi
(kirpma sonrasi) grafiklerine yer verilmis, verinin analiz i¢in daha homojen ve giivenilir

hale gelip gelmedigi degerlendirilmistir.
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4.2.1 Fastp Ozeti

Sample Name % Duplication Reads After Filtering GC content % PF % Adapter
SRR30628869 20.0% 62.4M 534% 99.3% 0.3%
SRR30628880 18.6% 56.6M 54 4% 99.3% 0.4%
SRR30628881 19.8% 61.4M 54.0% 99.2% 0.4%

Sekil 4.9 Kontrol bitkilerinden elde edilen dizilere ait Fastp genel istatistikleri

Sekil 4.9’da kirpma sonras1 6rneklere ait genel istatistikler sunulmaktadir. %
Duplikasyon oranlar1 %18.6-20.0 arasinda seyrederek, ham veriye kiyasla azaldigi
gozlemlenmistir. Filtreleme sonrasi okuma sayilar1 yiiksek seviyede korunmustur
(yaklasik 56—62 milyon). Adaptor oranlar ise %0.3—0.4 seviyelerine diismiis ve bu da

kirpma igsleminin adaptor temizliginde etkili oldugunu gostermektedir.

Sample Name % Duplication Reads After Filtering GC content % PF % Adapter
SRR30628868 21.1% 64.0M 52.2% 99.1% 0.4%
SRRI0628870 19.9% 66.9M 52.5% 99.4% 05%
SRR30628871 24.0% 69.4M 51.6% 99.1% 0.3%

Sekil 4.10 Uygulama yapilmais bitkilerden elde edilen dizilere ait Fastp genel istatistikleri

Fastp kirpma islemi sonrasi soguk uygulama grubuna ait 6rneklerin temel kalite
istatistikleri Sekil 4.10°da sunulmaktadir. % Duplication oranlar1 %19.9-24.0 araliginda
seyretmekte olup, bu degerler kirpma sonrasi teknik tekrarlarin biiyiik Olciide
azaltildigin1 gdstermektedir. Filtreleme sonrasi elde edilen okuma sayilar yiiksek olup
(~64—69 milyon), veri miktar1 korunmustur. GC igerigi %51.6-52.5 arasinda ve adaptor
oranlart %0.3-0.5 seviyesindedir; bu da adaptér kontaminasyonunun etkili sekilde

temizlendigini gosterir.
4.2.2 Filtrelenen Okuma Dagilimi

Fastp: Filtered Reads

3 samples

Passed Filter
SRR20628869 . Low Qualit\,r

Too Many N

B Too Short
SRRZ0628880 M TooLong
SRR30623881
0% 20% 40% £0% 20% 100%

Sekil 4.11 Kontrol bitkilerinden edilen dizilere ait Read 1’e ait okuma dagilimi
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Fastp araciyla yapilan kirpma sonrasi, okuma verilerinin biiyiik ¢ogunlugunun
‘Passed Filter’ kategorisinde kaldigi goriilmektedir (Sekil 4.11). Diisiik kaliteli, ¢cok
sayida 'N' iceren ya da ¢ok kisa diziler sistematik sekilde elenmistir. Bu durum,

temizlenmis verinin yliksek analiz kalitesine sahip oldugunu gostermektedir.

Fastp: Filtered Reads

3 samples

W Passed Filter

SRR30628868 B Low Quality
Too Many M

B Too Short
SRR20628870 W Too Long
SRR30628871

0% 20% 40% £0% 0% 100%

Craatad with MultiQC

Sekil 4.12 Uygulama bitkilerinden elde edilen dizilere ait Read 1°¢ ait okuma dagilimi

Sekil 4.12°de soguk uygulama orneklerine ait kirpma sonrasi okuma dagilimlart
sunulmaktadir. Ug érnekte de okuma dizilerinin neredeyse tamamu 'Passed Filter' yani
“onaylanmisg filtre” kategorisine girmektedir. Bu durum, diistik kaliteli, ¢ok kisa ya da
fazla sayida N iceren dizilerin bagariyla elendigini ve analiz i¢in giivenilir bir veri seti

elde edildigini gostermektedir.

4.2.3 Okuma Kalitesi

Fastp: Sequence Quality

Read 1: Before filtering, 3 samples
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R1 Before filtering: Sequence Quality

20 40 &0 20 100

Craatad with MuliQC

Sekil 4.13 Kontrol bitkilerinden elde edilen dizilere ait dizi kaliteleri

Kirpma sonrasi dizilerin ortalama kalite skorlar1 gosterilmektedir (Sekil 4.13).

Tiim pozisyonlarda Phred skorunun 35’in iizerinde seyretmesi, elde edilen verilerin
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yiiksek kaliteye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Kirpma islemi sayesinde,
halihazirda yiiksek kaliteli olan ham veriler daha da stabilize edilmis; diisiik kaliteli

uclar bagariyla temizlenmistir.

Fastp: Sequence Quality

Read 1: Before filtering, 3 samples

3s
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Sekil 4.14 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilen dizilere ait dizi kaliteleri

Kirpma sonrasi dizilerin pozisyon bazinda kalite skorlar1 Sekil 4.14’te
gosterilmektedir. Tiim pozisyonlarda Phred skorunun 35’in iizerinde seyretmesi, yiiksek
kaliteyi koruyan veri setinin elde edildigini kanitlamaktadir. Bu durum, kirpma
isleminin diisiik kaliteli uglar1 basartyla elimine ettigini ve veri kalitesini stabilize

ettigini gostermektedir.

4.2.4 GC icerigi

Fastp: Read GC Content

Read 1: Before filtering, 3 samples
100%

0%
20 40 60 a0 100

Sekil 4.15 Kontrol bitkilerinden elde edilen dizilere ait GC igerikleri
Sekil 4.15’te Fastp kirpma islemi sonrasi elde edilen dizilere ait pozisyona gore

GC igerik yiizdeleri sunulmaktadir. GC orani, yaklasik %50 diizeyinde sabit bir seyir
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izlemektedir ve bu durum dizilerin homojen yapisini ve teknik giiriiltiiden arindirildigini
gostermektedir. Ozellikle ilk 10-15 bazda ham veride goriilebilecek olan
dalgalanmalarin bu grafiklerde giderilmis olmasi, kirpma isleminin basariyla
uygulandigin1 ve pozisyonel baz bilesimi dengesinin sagladigim1 gostermektedir. Bu
homojenlik, hizalama ve ifade analizi gibi asag1 akis islemlerinde giivenilir sonuglar

elde edilmesine katki saglar.

Fastp: Read GC Content

Read 1: Before filtering, 3 samples
100%

0%

~ontent Percent

3
2

R1 Before filtering: Base (

20 40 &0 20 100

Q

Sekil 4.16 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilen dizilere ait GC igerikleri
Sekil 4.16°da kirpma sonras1 GC igerigi dagilimi gosterilmektedir. Ik 10-15
bazda ham veride gozlenen dalgalanmalar, kirpma sonrasi ortadan kalkmis ve GC
icerigi boyunca diizenli bir seyir olusmustur. Bu durum, pozisyonel baz bilesiminin

dengelendigini ve teknik giiriiltiiniin temizlendigini géstermektedir.

4.2.5 Asir1 Temsil Edilen Diziler

Fastp: Overrepresented sequences
Read 1: Before filtering, 3 samples

SRR30628863

N _

SRR30628881

Q
5]
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8

Sekil 4.17 Kontrol bitkilerinden elde edilen dizilere ait Read 1°¢ ait asir1 temsil edilen diziler
Sekil 4.17°de goriildiigii lizere, ham verilerde belirgin sayida asir1 temsil edilen

diziler bulunmaktadir. Bu durum genellikle adaptor sekanslar1 veya ¢ok yiiksek
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ifadelere sahip transkriptlerden kaynaklanir. Fastp kirpma islemi ile bu diziler biiyiik

o6l¢iide temizlenmis, veri homojenligi artirtlmistir.

Fastp: Overrepresented sequences
Read 1: Before filtering, 3 samples

SRRZ0&2E8868
SRR20628870

SRR20628871

1] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Sekil 4.18 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilen dizilere ait Read 1’e ait agir1 temsil edilen diziler

Sekil 4.18’de, kirpma sonras1t uygulama orneklerinde hala belirli oranda agir1
temsil edilen dizilerin bulundugu gézlemlenmektedir. Ancak kirpma ile bu dizilerin
sayis1 onemli Olclide azaltilmistir. Bu diziler biiylik olasilikla biyolojik olarak yiiksek
ifadelere sahip gen transkriptlerine aittir. Adaptér kontaminasyonunun giderilmesi ve

veri homojenliginin artirilmasi agisindan basarili bir temizlik yapilmistir.

4.3 STAR ile Genoma Hizalama Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bu boliimde, kontrol grubuna ait RNA dizilerinin referans genoma hizalanma
basarisi STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference) araci ile
degerlendirilmistir. STAR hizalayici, yiiksek hassasiyetli ve hizli bir hizalama
saglayarak ozellikle exon—exon birlesim noktalarinin tespitinde avantaj sunar (Dobin ve
ark., 2013). Analiz kapsaminda; genel hizalanma oranlari, benzersiz eslesme yiizdeleri,
okuma wuzunluklari, anotasyonlu birlesim noktalarinin sayisi1 ve hata oranlari
degerlendirilmistir. Ayrica, STAR ¢iktilarinin kategori bazli gorsel 6zetleri de sunularak

hizalamanin basarisi biitiinciil bir sekilde yorumlanmistir.

4.3.1 STAR Alignment Ozeti

Sekil 4.19°da STAR hizalama sonuglarina gdre kontrol drneklerinin genoma
basariyla hizalandig1 goriilmektedir. Toplam hizalanma oranlar1 %87.6 ile %89.2
arasinda degisirken, benzersiz (uniquely mapped) okuma oranlar1 ise %85.7-87.4
araliginda yer almaktadir. Bu yiiksek oranlar, referans genomun deneysel verilerle

uyumlu oldugunu ve hizalama isleminin basarili gerg¢eklestigini gostermektedir.
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Sample Name Aligned Uniq aligned
SRR30628869 88.8% 86.9%
SRR30628880 89.2% 87.4%
SRR30628881 37.6% 85.7%

Sekil 4.19 Kontrol bitkilerinden elde edilmis dizilere ait hizalama 6zeti

Sample Name Aligned Uniq aligned
SRR30628868 32.5% 812%
SRR30628870 89.9% 88.6%
SRR30628871 81.7% 80.5%

Sekil 4.20 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilmis dizilere ait hizalama dzeti

Sekil 4.20°de uygulama grubuna ait STAR hizalama oranlar1 sunulmustur.
Toplam hizalanma oranlar1 %81.7 ile %89.9 arasinda degismektedir. Benzersiz
(uniquely mapped) hizalanma oranlar1 ise %80.5-88.6 arasinda seyretmektedir. Bu
degerler, genel olarak referans genom ile yiiksek uyumlulugu ve kaliteli bir hizalama
siireci yiiriitiildiigiinii gostermektedir. Ozellikle SRR30628870 numarali 6rnek oldukga

yliksek hizalama oranina sahiptir.

4.3.2 STAR istatistiksel Ozeti

STAR hizalama iglemi sonrasi istatistiksel 6zet sekil 4.21°de verilmistir. Tiim
orneklerde toplam okuma sayist 28-31 milyon arasinda degismektedir. Hizalanan
okuma uzunluklar ortalama olarak 200.8-200.9 bp olup, bu degerler okuma kalitesi ve
eslesme dogrulugu agisindan olumludur. Annotasyonlu ekzon-ekzon birlesimlerinin
sayist (annotated splices) 15.5-17.4 milyon arasinda degismektedir. Mismatch
oranlarinin %0.3 gibi diisiik bir seviyede olmasi, okuma dogrulugunun yiiksek oldugunu

ve hatasiz hizalama gergeklestigini gostermektedir.

Sample Name Total reads Aligned Uniqaligned Avg.mappedlen Annotated splices Mismatch rate  Del rate

SRR20628869 J1.4M 88.8% 86.9% 200.9bp 17.4M 0.3% 0.0%
SRR20628880 28.5M 89.2% 87.4% 200.8bp 155M 0.3% 0.0%
SRR20628881 30.9M 87.6% 85.7% 200.8bp 16.4M 03% 0.0%

Sekil 4.21 Kontrol bitkilerinden elde edilmis dizilere ait istatistiksel dzet

Sample Name Totalreads Aligned Uniqaligned Avg. mappedlen Annotated splices Mismatch rate  Del rate

SRR30628868 32.3M 82.5% 81.2% 200.9bp 17.3M 0.3% 0.0%
SRR30628870 33.7TM 89.9% 88.6% 200.9bp 19.3M 0.3% 0.0%
SRR30628871 | 35.0M 81.7% 80.5% 200.9bp 18.86M 0.3% 0.0%

Sekil 4.22 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilmis dizilere ait istatistiksel 6zet
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Sekil 4.22°de toplam okuma sayilari, ortalama hizalanan okuma uzunluklari,
anotasyonlu birlesim sayilart ve hata oranlar1 yer almaktadir. Okuma uzunluklar1 tiim
orneklerde ortalama 200.9 bp olarak sabit kalmistir. Anote (annotated splices)
parcalarin degerleri 17.3—19.3 milyon arasinda degismis, bu da parca kesimlerin (splice
junction’larin) basarili sekilde hizalandigin1 géstermektedir. Yanlis eslesme (mismatch
oranlart) %0.3, silinme oranlar ise %0.0 olarak kalmistir. Bu da yiiksek dogrulukta

hizalama islemini gostermektedir.

4.3.3 STAR Hizalama Kategorileri

STAR hizalayicisinin iirettigi  kategorik hizalama sonuglart Sekil 4.23’te
sunulmustur. Okumalarin biiyiik ¢cogunlugu benzersiz sekilde hizalanmistir (mavi alan).
Coklu lokasyonlara hizalanan okuma oran1 olduk¢a diisiiktiir. 'Unmapped'
(hizalanamayan) kategorisine giren dizilerin ¢ogu 'other' simnifina aittir; bu da ya
referansta olmayan diziler ya da biyolojik ¢esitlilik kaynakli varyantlar olabilir. Genel

olarak bu dagilim, yiiksek kaliteli ve referansla uyumlu bir veri setini isaret etmektedir.

STAR: Alignment Scores

3 samples

= -
i _I.
i _I-

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Uniguely mapped
Mapped to multiple loci
Mapped to too many loci
Unmapped: too short
Unmapped: other

Sekil 4.23 Kontrol bitkilerinden elde edilmis dizilere ait hizalama kategorileri skorlar1

STAR: Alignment Scores

3 samples

0% 20% 40% 60% 80% 1009

Unigquely mapped
Mapped to multiple loci
Mapped to too many loci
Unmapped: too short
Unmapped: other

Sekil 4.24 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilmis dizilere ait hizalama skorlar1
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Uygulama grubuna ait hizalama kategorilerine ait skorlar yukarida
gorsellestirilmigtir  (Sekil 4.24). Okumalarin  biiyilk boliimii  benzersiz sekilde
hizalanmistir. Coklu lokasyonlara hizalanan diziler ve hizalanmamis (unmapped)
kategorisine diisen diziler olduk¢a smirlidir. hizalanmamis dizilerin biiyiik ¢ogunlugu
diger (other) kategorisinde yer almakta olup, bu durum biyolojik varyasyon veya

referans dis1 bolgelerden kaynaklanabilir.

4.4 FeatureCounts ile Genlere Okuma Atanmasi

Bu boliimde, STAR hizalamas1 sonrasi elde edilen okuma verilerinin genlere
atanabilirlik oranlar1 FeatureCounts araci kullanilarak degerlendirilmistir. Amag, toplam
hizalanan dizilerin ne kadarmnin giivenilir bir sekilde anotasyonlu gen bdlgelerine
karsilik geldigini belirlemektir. Elde edilen sonuglara gore, kontrol grubundaki
orneklerin %80.5 ile %82.3’1i arasindaki oranlarda okunabilir sekilde gen bolgelerine
atanmistir. Bu oranlar, gen ekspresyon analizleri i¢in yeterli kapsama sahip bir veri seti

sagladigin1 gostermektedir.

4.4.5 FeatureCounts Okuma Atamalar

Sekil 4.25°de kontrol orneklerine ait dizilerin FeatureCounts araciyla hangi
kategorilere atandigin1 gosterilmektedir. Okumalarin biiyiikk bir kismi (agik mavi)
basariyla gen bolgelerine atanmistir (assigned). Atanamayan diziler arasinda en biiyiik
paya sahip olanlar, genellikle referans anotasyonda karsilig1 olmayan bolgelerden (No
Features) veya ¢oklu lokasyonlara hizalanan (Multi Mapping) dizilerden olusmaktadir.
Hizalanmamis (unmapped) ve belirsiz (ambiguity) kategorileri ise daha diisiik

oranlardadir ve analiz biitlinliiglinii bozacak diizeyde degildir.

featureCounts: Assignments

3 samples
Assigned
SREI0G2EAGI W Unassigned: Unmapped
M Unassigned: Multi Mapping
W Unassigned: No Features
SRR30628880 Unassigned: Ambiguity
0% 20% 40% E0% 80% 100%

Sekil 4.25 Kontrol bitkilerinden elde edilmis dizilere ait okuma atamalar1
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featureCounts: Assignments
3 samples

Assigned
SRR305628868 - Unassigned: Unmapped
Unassigned: Multi Mapping
Unassigned: Mo Features
SRR30628870 - Unassigned: Ambiguity
SRR30628871 -

1] 10M 20M 30M

Sekil 4.26 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilmis dizilere ait okuma atamalari

Sekil 4.26’da uygulama orneklerinin FeatureCounts ile yapilan atama sonuglari
kategorilere ayrilarak sunulmustur. Gen boélgelerine basariyla atanan diziler biiyilik
cogunlugu olustururken, ozellikle SRR30628870 orneginde bu oran en yliksektir.
Atanamayan diziler cogunlukla referans anotasyon dis1 bolgelerden veya c¢oklu
lokasyonlara hizalanan dizilerden olusmaktadir. hizalanmamig ve belirsiz oranlari ise

oldukca diisiiktiir ve genel analiz kalitesini etkileyecek diizeyde degildir.

4.4.6 Genlere Atanan Okuma Oranlari

Sample Name Assigned
SRR30628869 81.6%
SRR30628880 82.3%
SRR30628881 80.5%

Sekil 4.27 Kontrol bitkilerinden elde edilmis dizilere ait okuma oranlari

Sekil 4.27°de sayisal olarak gosterildigi lizere, SRR30628869 6rneginde %81.6,
SRR30628880 orneginde %82.3 ve SRR30628881 orneginde %80.5 oraninda okuma
gen bolgelerine basariyla atanmistir. Bu oranlar, diferansiyel gen ekspresyon analizi igin

giivenilir ve biyolojik olarak anlamli bir temel saglamaktadir.

Sample Name Assigned
SRR30628868 75.7%
SRR30628870 82.3%
SRR30628871 75.1%

Sekil 4.28 Uygulama yapilmis bitkilerden elde edilmis dizilere ait okuma oranlar1
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Sekil 4.28°de gosterildigi iizere, SRR30628868 drneginde %75.7, SRR30628870
orneginde %382.3 ve SRR30628871 6rneginde %75.1 oraninda okuma gen bdlgelerine
basartyla atanmistir. Ozellikle SRR30628870 numarali drnek oldukca yiiksek bir
atanabilirlik oranina sahiptir. Bu oranlar, uygulama grubundaki verilerin gen ekspresyon

analizleri i¢in yeterli kapsama sahip oldugunu gostermektedir.

4.5 PCA Plot

Sekil 4.29°da, DESeq?2 tarafindan iiretilen PCA (Principal Component Analysis)
grafigi sunulmaktadir. ilk bilesen (PC1), toplam varyansin %98’ini agiklamaktadir ve
ornekleri en ¢ok bu bilesen boyunca ayirmaktadir. Kontrol ve soguk uygulama grubu
orneklerinin PCA1 diizleminde net bigimde iki ayr1 kiime olusturdugu goriilmektedir.
Bu durum, gruplar arasinda belirgin bir transkriptomik fark oldugunu ve uygulamanin

gen ekspresyonu iizerinde anlamli etkiler yarattigini1 gostermektedir.

44 e,
5 SRR30628868 group

D=
=,

control

@ sixhour

-20 -10 0 10
PC1: 98% variance

PC2: 1% variance

Sekil 4.29 PCA (Principal Component Analysis) veya Temel Bilesenler Analizi
4.6 Ornekler Aras1 Mesafe Is1 Haritasi

Ornekler aras1 benzerlikleri gdsteren 1s1 haritas1 Sekil 4.30°da verilmistir. Ayn
gruptaki Ornekler (Ornegin tiim kontrol ornekleri) birbiriyle yiiksek benzerlik
gostermekte, bu da biyolojik tekrarlarm tutarli oldugunu gostermektedir. Soguk
uygulamasi yapilan 6rnekler kontrol 6rneklerinden net sekilde ayrismistir. Bu durum

DESeq2 analizinin saglam veri temeli iizerine kuruldugunu desteklemektedir.

4.7 Dagilim (Dispersion) Tahminleri

Sekil 4.31°de genlerin ortalama normallestirilmis okuma sayilarina karsilik gelen
varyans tahminlerini sunmaktadir. Dagilim tahminlerinin ‘fitted’ egrisi ile uyumlu
sekilde seyretmesi, modelin gen ifadesi verisine iyi oturdugunu gostermektedir. Bu
grafik ayn1 zamanda yiiksek ortalamali genlerde diisiik varyans, diisiikk ortalamali

genlerde ise daha yiiksek varyans gozlemlenebilecegini gostermektedir.



dispersion
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Sekil 4.30 Ornekten drnege 1s1 haritas

Dispersion estimates
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Sekil 4.31 Dispersiyon haritasi



44

4.8 p-degeri Histogrami

Biitin genler i¢in hesaplanan p-degerlerinin histogrami Sekil 4.32°de
gosterilmistir. p-degerlerinin sol tarafa (0’a) yigilmasi, ¢ok sayida genin iki grup
arasinda anlamli sekilde farkl ifade edildigini gostermektedir. Bu durum, uygulamanin

transkriptom diizeyinde gii¢lii bir etkisi oldugunu gostermektedir.

Histogram of p—-values for altXsaat: sixhour vs control

frequency
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Sekil 4.32 Genler igin hesaplanan p-degerlerinin histogrami

MA-plot for altXsaat: sixhour vs control
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Sekil 4.33 Log?2 ifade farki ile Ortalama ifade farki arasindaki iliski
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4.9 MA Plot

Sekil 33°de ortalama ifade diizeyi ile log2 fold-change degerleri arasindaki iliski
sunulmaktadir. MA ismi, ‘M’ = log2 fold change (ifade farki) ve ‘A’ = average
expression (ortalama ifade) terimlerinden tiiretilmistir. Yukar1 ve asagi regiile genler
grafikte simetrik olarak dagilmistir. Ortalama ifade diizeyi yiliksek olan genlerde
degisimin giivenilirligi daha fazladir. Bu grafik, uygulama ve kontrol gruplari arasinda

anlaml sekilde farkli ifade edilen ¢ok sayida gen bulundugunu ortaya koymaktadir.

4.10 WGCNA Analizi: Modiillerin Tanimlanmasi ve Yorumlanmasi

SnRK2 geninin soguk stresi altinda hangi genlerle birlikte koeksprese oldugunu
ve biyolojik olarak iligkili olabilecek modiillerde yer alip almadigimi ortaya koymak
amaciyla agirlikli gen koekspresyon agi (WGCNA) analizi gerceklestirilmistir. Bu
analiz, yalnizca farkli ifade diizeylerine sahip genleri belirlemekle kalmayip ayni
zamanda genler arasi islevsel iligkilere dayali olarak anlamli modiillerin (renk
gruplarinin) tespit edilmesini saglamaktadir. 'WGCNA, klasik diferansiyel gen
ekspresyon analizlerine gore daha {ist diizeyde bir biyolojik yap1 ¢oziimlemesi sunar;
clinkii genleri tek tek degil, birlikte hareket eden kiimeler olarak ele alir. Bu baglamda
yiiriitiilen analizde, oncelikle ham RNA-Seq verileri normalize edilerek korelasyon
matrisi olusturulmus, ardindan 6l¢ekten bagimsiz topolojiye uygun yumusak esik (soft-
thresholding) giicli belirlenmistir. Elde edilen korelasyon matrisi iizerinden topolojik
ortiisme matrisi (TOM) hesaplanmis ve modiil tespiti yapilmistir. Modiiller ile fenotipik
Ozellikler arasinda iligkiler incelenmis, modiil-6zellik (trait) korelasyonlari
hesaplanmistir. Ayrica, her modiilde en fazla baglantiya sahip olan genler belirlenerek
potansiyel merkezi gen (hub gen) adaylar1 ortaya ¢ikarilmistir. SnRK2 gen ailesine ait
genlerin bu modiillerdeki yeri 6zel olarak incelenmis ve diger genlerle olan giiclii
baglantilar1 belirlenmistir. Bu analiz sayesinde, SnRK2 genleriyle birlikte hareket eden
ve muhtemelen ayni diizenleyici mekanizmalara dahil olan yeni gen adaylar
belirlenmis, biyolojik yorumlamalar i¢in zemin hazirlanmigtir. Her bir grafik detayh
bigcimde ayri1 ayr1 yorumlanarak bu yapimin nasil insa edildigi adim adim ortaya

konmustur.
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4.10.1 Gen Koekspresyon Ag1 Topolojisi

Sekil 4.34 Genlerin birbirleriyle etkilesimlerini gdsteren koekspresyon agt

Sorgum genomunda genler arasindaki korelasyonlara dayali olarak olusturulan
tiim gen koekspresyon ag1 Sekil 4.34’te sunulmustur. Ilgili agda toplam 19267 gen
(nod) 1,032,138 baglant1 (edge) ile gosterilmistir. Ortada yogunlasan baglantilar, ¢ok
sayida gen ile yliksek korelasyon gosteren ve 'hub gen' olma potansiyeline sahip
merkezi genleri isaret etmektedir. Bu yogunluk, biyolojik siire¢lerin koordinasyonunda
gorev alan merkezi diizenleyici gen kiimelerini yansitabilir. Dis halkalarda ise daha
seyrek baglantilarla temsil edilen marjinal gen gruplar1 yer almakta olup, bu gruplar
daha az baglantili ancak yine de iglevsel olarak anlamli olabilir. Agin genel goriiniimii,
analiz edilen veri kiimesinde kompleks bir transkriptomik etkilesim yapisinin varligini

gostermektedir.

4.10.2 Modiil Boyutlari ve Kesisimler
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Sekil 4.35 Koekspresyon gruplarina ait modiil gruplari ve gen igerikleri
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Sekil 4.35’te, modiil olarak adlandirilan koekspresyon gruplarnin icerdigi gen
sayilar1 karsilastirmali olarak sunulmustur. Ozellikle turquoise modiilii 17.678 genle
acik ara en biiyilk modiil konumundadir. Bu tiir biiylik modiiller genellikle temel
metabolik siireglerle iliskili yaygin ekspresyon paternlerini igerir. Brown, blue, yellow
ve green gibi daha kii¢iik modiiller ise daha 6zgiil ve kosula bagl gen ifadelerini temsil
edebilir. Grafikte modiiller aras1 gen paylasiminin olup olmadigimni anlamak i¢in UpSet
tarz1 gosterime yer verilmistir. Buna gore WGCNA modiilleri genellikle birbirinden
bagimsiz kiimelerdir ve modiil boyutlarin1 ve kiimelerin dagilimlarinda ortak genler

bulunmamaktadir.

4.10.3 Hub Gen Adaylan
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Sekil 4.36 Koekspresyon aginda yer alan modiillerdeki olast hub genler

Bu tabloda, her modiil igerisindeki en yiiksek baglanti giiciine sahip genler
listelenmigtir (Sekil 4.36). WGCNA metodolojisine gére hub genler, modiil i¢gindeki
diger genlerle yiikksek oranda korelasyon gosteren, dolayisiyla potansiyel ana
diizenleyici genler olarak kabul edilen transkriptlerdir. Korelasyon yiiksekligi kirmizi ve
kahverengi tonlarda goriilebilirken; diisiik korelasyon yani ifade bigimi, sar1 ve
tonlariyla gosterilmistir. Kahverengi tonlarda goziiken diyagonal ¢izgi her modiiliin
kendisiyle yaptig1 korelasyondur. Eigengene modiiliin ortalama egrisidir ve bir vektor
veya profildir. Eigengene veya modiil eigengene (ME) modiiliin ortalama ifade profili

olarak tanimlanabilir. Bu baglamda 6rnegin MEpink ile yliksek korelasyona sahip olan
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baz1 modiiller MEblue, MEdarkgrey, MEmidnightblue, MEgreen ve MEfloralwhite
iken, MEdarkslateblue ve MEsalmon modiillerinin eigengeneleri arasindaki korelasyon
disiiktiir. Yiiksek korelasyona sahip olan modiil eigengenelerinde, genler birlikte ayni
biyolojik siireglerde yer aliyor olabilirlerken; tersi durumda farkli biyolojik siiregler
beklenmektedir. Ayrica, bu genler, biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek gii¢lii adaylardir
ve hem sistem biyolojisi hem de uygulamali genetik analizler agisindan 6nem arz
etmektedir. Ayrica, bu genlerin islevsel agiklamalari ileri biyolojik yorumlamalarda yol

gosterici olabilir.

4.10.4 Korelasyon Esigi ile Ag Yogunlugu iliskisi

Threshold vs Network Density
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Sekil 4.37 Baglanti ve esik degerleri arasindaki korelasyon
Farkli korelasyon esiklerinin (threshold) agdaki baglant1 sayisina (edge count)
etkisini Sekil 4.37°de gostermektedir. Esik degeri arttik¢a, yani yalnizca daha giiclii
korelasyonlar aga dahil edildik¢e, baglanti sayis1 logaritmik olarak azalmaktadir. Bu
durum, analizde dogru threshold veya esik degerinin belirlenmesinin agin biyolojik
anlamlilig1 agisindan ne kadar kritik oldugunu ortaya koymaktadir. Cok diistik esiklerde
ag asir1 baglantili ve anlamdan uzak hale gelirken, ¢ok yiiksek esiklerde ise biyolojik

bilgi kayb1 yasanabilir.
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4.10.5 Modiiller Aras1 Gen Sayis1 Dagilimi

blue
black

489

brown

Sekil 4.38 Ug modiilde yer alan gen sayilarmni gosteren Venn diyagrami
Sekil 38’deki Venn diyagrami, 6zellikle black, blue ve brown modiillerinde yer
alan gen sayilarim1 ayr ayr gostermektedir. Her modiil, belirli genetik diizenleyici
siireclerle iliskilendirilmis olabilir ve bu grafik, modiiller arasi ayrigsmanin netligini

gorsellestirmektedir.

4.10.6 Gen Dendrogrami ve Modiil Atamalari
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Dynamic Tree Cut
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Sekil 4.39 Modiillere ait gen dendogrami
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Gen dendrogrami, benzer ekspresyon desenlerine sahip genlerin hiyerarsik
kiimeleme ile nasil gruplandigin1 gdstermektedir. Alt kisimda ise bu kiimelerin hangi
modiil renklerine atandigi ve gerekirse benzer modiillerin birlestirildigi (merged)
gosterilmektedir. Benzer ifade profillerine sahip genlerin “height” yani ylikseklik
degerleri diisiiktiir ve agacin asagisinda birlesmektedirler. Buna karsin yiiksek
“yiikseklik” degerleri gen profillerinde ifade farkliliginin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ifade benzerliklerinde yiiksek korelasyon varsa bu genlerin benzer
biyolojik siireclerde yer alabilecegi unutulmamalidir. Bu yapi, modiillerin biyolojik

olarak anlamli alt kiimeler olusturdugunu destekler niteliktedir.

4.10.7 Hub Genlerin Ekspresyon Profil Is1 Haritas1

Top hub genes expression
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Sekil 4.40 En yiiksek ekspresyonlu hub genlere ait 1s1 haritasi

Is1 haritasi, en yiiksek baglanti giiciine sahip genlerin farkli 6rnek gruplarindaki
(6rnegin soguk uygulamasi ve kontrol) ekspresyon diizeylerini gostermektedir (Sekil
4.40). Baz1 genlerde belirgin yukar1 veya asagi regiilasyonlar gézlemlenmis, bu da

modiiller icerisindeki hub genlerin biyolojik cevapta aktif roller iistlenmis olabilecegini
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diisiindiirmektedir. Ozellikle SRR30628870 ve SRR30628871 gibi 6rneklerde ayrisma
daha barizdir.

4.10.8 Modiil-Trait Korelasyon Matrisi

Module-trait Relationships

Sekil 4.41 Modiil ile belirli 5rnek gruplari (trait) arasindaki korelasyon katsayist ve p-degerleri

Bu 1s1 haritasi, her bir modiil ile belirli 6rnek gruplart (trait) arasindaki
korelasyon katsayis1 ve p-degerlerini sunmaktadir. Pozitif ve negatif korelasyonlar renk
tonlarina gore farklihk gostermektedir. Ozellikle kirmizi ve mavi ekstrem renkler, ilgili
modiiliin o biyolojik kosulla yiliksek derecede iliski gosterdigini ortaya koyar. Diger bir
ifade ile kirmiz1 modiiller 6 saatlik soguk stresine bagli olarak birlikte artan genleri,
mavi ise azalan gen gruplarint veya genleri gostermektedir. Bu baglamda siyan
modiiliine ait ortalama ifade profili (eigengene) 6 saatlik soguk stresi ile giiclii bir
pozitif bir iliskiye sahiptir. Yani o renkteki modiilde yer alan genler birlikte artmaktadir.
Analiz sonucunda anlamli korelasyon gdsteren modiiller, hedeflenen biyolojik

stireclerin diizenleyici merkezleri olabilir.



4.10.9 Olceksiz Topolojiye Uygunluk ve Ortalama Baglant1 Degisimi

Scale Independence

Mean Connectivity
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Sekil 4.42 Olgeksiz ve Ortalama baglant: grafikleri

WGCNA analizinde agin oOlgeksiz (scale-free) Ozellik tasiyabilmesi icin en
uygun 'soft-thresholding power' degeri belirlenmelidir (Sekil 4.42). Sol grafikte power
arttikca R? degerinin nasil yiikseldigi gosterilirken, sag grafikte ise bu artisin ortalama
baglant1 degerine olan etkisi gosterilmektedir. Bu denge, biyolojik gergeklige en yakin
ag yapisinin elde edilmesini saglar. Bu ¢alismada power=12 degerinin optimal oldugu
belirlenmistir ¢linkii R? degeri plato yaparken baglanti giicii de makul diizeyde

kalmastir.
4.11 SnRK genlerine ait gen etkilesimleri

4.11.1 SnRK2 Genine Ait WGCNA Modiil Analizi

Bu ¢alismada, abiyotik stres yanitinda kritik rol oynayan SNRK?2 gen ailesine ait
genlerin genetik etkilesim oriintiileri WGCNA (Agirlikli Gen Ko-ifadesi Ag Analizi)
kullanilarak incelenmistir. Bu baglamda, ilgili genlerin farkli modiillerdeki yerlesimleri,
modiil i¢i baglanti yapilar1 ve potansiyel hub gen rollerine dair analizler
gerceklestirilmistir. Analiz sonuglari, SnRK2 genlerinin tamamina yakininin yiiksek
korelasyon yapilarindan olusan "turquoise" modiiliinde yer aldigmni gostermektedir

(Cizelge 4.4).
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Her bir genin modiille olan iligkisini 6l¢en modiil tyelik degeri
(BestKME_Value) 0.96'n1n iizerinde bulunmus, bu da séz konusu genlerin bulunduklari
modiil igerisindeki biyolojik varyansla yiiksek oranda iliskili oldugunu gostermektedir.
Bu diizeydeki kME skorlari, genlerin o modiiliin biyolojik merkezine entegre oldugunu
ve potansiyel olarak modiil davraniglarini temsil ettigini diisiindiirmektedir. Ancak
dikkat cekici sekilde, hi¢bir gen hub olarak tanimlanmamistir. Yani bu genler yiiksek
baglant1 skorlarina (kTotal, kWithin, kOut) ragmen agin merkezinde yer almamakta,
fakat cevresel fakat etkili etkilesimler yiiriitmektedir. Ozellikle kWithin ve kOut
degerlerinin yiiksekligi, bu genlerin ag icinde modiil i¢i ve dist iletisim kapasitesinin
giiclii oldugunu ortaya koymaktadir. Bu analiz, SnRK2 genlerinin belirli modiillerde
nasil organize olduklarini ve hangi potansiyel genetik programlara dahil olduklarini

anlamak agisindan biiyiik onem tasimaktadir.



Cizelge 4.4 SnRK2 geni ile etkilesen genlere ait modiil tablosu

Gen Kimligi BestKME Mod BestKME Value

isHub

kDiff

kOut

kTotal

kWithin

moduleColor
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SORBI 3008G073200
SORBI_3005G195400
SORBI 3002G368100
SORBI 3003G387700
SORBI_3002G231900
SORBI 3009G195800
SORBI 3003G290500
SORBI_3002G379400
SORBI 3007G089800
SORBI 3007G210100
SORBI_3003G041500
SORBI 3002G339100
SORBI 3004G096500
SORBI_3002G140900
SORBI 3005G229700
SORBI 3001G192800
SORBI_3002G328500
SORBI 3001G022900
SORBI 3004G064900
SORBI_3001G036900
SORBI 3001G018900
SORBI 3009G188800
SORBI_3008G006300
SORBI 3002G206900

kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise
kMEturquoise

0.973422446
0.964926385
-0.942947472
0.967342622
-0.963288026
0.965513677
0.968903373
-0.959589141
-0.950621388
-0.972542134
-0.967727688
0.959597164
-0.96584578
-0.969978442
0.953030428
-0.968758976
0.957731921
-0.937380262
-0.967967145
0.959014783
-0.947206103
-0.966056472
0.97230877
0.95583335

Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub
Non-Hub

8567.546
8029.784
6842.886
8197.189
7916.457
8068.371
8302.283
7726.1
7239.135
8493.425
8202.268
7697.995
8094.979
8338.332
7348.666
8251.417
7623.148
6547.23
8236.272
7693.968
7007.863
8116.353
8497.105
7497.972

86.43138
92.87866
124.9575
96.14906
99.77079
97.16159
94.8012
103.64
115.0558
86.24544
96.62813
98.67367
94.61817
88.92912
109.257
94.54656
102.649
130.6084
94.12158
101.8357
113.526
96.378
86.4499
106.1665

8740.409
8215.541
7092.801
8389.487
8115.998
8262.694
8491.886
7933.38

7469.247
8665.916
8395.524
7895.343
8284.216
8516.191
7567.18

8440.511
7828.446
6808.447
8424.516
7897.639
7234.915
8309.109
8670.005
7710.305

8653.978
8122.662
6967.844
8293.338
8016.227
8165.532
8397.085
7829.74

7354.191
8579.67

8298.896
7796.669
8189.597
8427.261
7457.923
8345.964
7725.797
6677.838
8330.394
7795.804
7121.389
8212.731
8583.555
7604.139

turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
turquoise
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4.11.2 SnRK2 Genlerinin Etkilesim A8 (Edge List) Yorumu

WGCNA analizinin bir devami olarak, bu bolimde SnRK2 genleri ile iliskili
genler arasinda olusan kenar baglantilar1 (edge list) degerlendirilmistir. Bu analiz,
genler arasi benzer ifade desenlerini baz alarak olusturulan bir korelasyon agina
dayanmaktadir (Sekil 4.43 ve Cizelge 4.5). Toplamda 23 ¢ift yonlii baglant1 tespit
edilmis olup, bu baglantilarin korelasyon giiclinli yansitan agirlik (Weight) degerlerinin
ortalamas1 0.981 gibi oldukca yiiksek bir seviyededir. Bu bulgu, SnRK2 geninin ag
icindeki diger genlerle son derece giiclii ifade uyumuna sahip oldugunu ve potansiyel

olarak ayni biyolojik siireclerde yer aldigini diistindiirmektedir.

SORBI_3007G210100
SORBI_3007G089800

SORBI_3004G0864900
SORBI_3008G073200

SORBI_30016022900 SORBI_3003G38770 /
\ssm 3003G2905!

I SORBI_3005G228700 SORBI_3008G006300

SORBI_3003G04 1508——S6RBI_3002G379408——SORBI_3005G195466—SERBI_3002G231900

SORBI_3004G096500 SORBI_3009G195800

/@kstsuozeasm
SORBI_3001G192800 SORBI_30026G36810 \

SORBI_3002G206900
SORBI_3002G328500

SORBI_3009G188800
SORBI_3002G140900

Sekil 4.43 SnRK2 genin etkilestigi genler
En yikksek baglanti giici 0.995 ile SORBI 3002G379400 ve

SORBI 3002G206900 genleri arasinda gozlenmistir. Bu diizeydeki korelasyon, bu iki
genin biiyiik olasilikla ortaklasa regiile edildiklerini veya ayni sinyal yolaklarinda goérev
aldiklarim1 gostermektedir. Diger gen ciftlerinde de korelasyon agirliklar1 genellikle
0.97-0.99 arasinda degismekte olup, ag yapisinin olduk¢a modiiler ve tutarli oldugunu

ortaya koymaktadir.
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Bu kenar listesi, sadece SnRK2 gen ailesinin degil, ayn1 zamanda tiim turquoise
modiiliiniin etkilesim haritasin1 anlamamiza olanak saglamaktadir. Bu sayede, abiyotik
stres gibi karmasik biyolojik durumlarda gorev alabilecek yeni diizenleyici genler ya da

hedef adaylar belirlenebilir.

Cizelge 4.5 SnRK2 geni ile etkilesen genlere ait agirliklar

Etkisen genler Agirhk
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3002G140900 0.979996
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3007G210100 0.978333
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3008G073200 0.97942
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3005G229700 0.973452
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3003G290500 0.981984
SORBI_3001G018900 (interacts with) SORBI_3002G379400 0.987875
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3004G096500 0.989585
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3009G188800 0.97745
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3008G006300 0.990385
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3002G206900 0.995565
SORBI_3001G036900 (interacts with) SORBI_3002G379400 0.980193
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3004G064900 0.977008
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3002G339100 0.976878
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3002G368100 0.970982
SORBI_3001G192800 (interacts with) SORBI_3002G379400 0.986105
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3007G089800 0.977159
SORBI_3001G022900 (interacts with) SORBI_3002G379400 0.983026
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3003G041500 0.982545
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3005G195400 0.981238
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3002G231900 0.97413
SORBI_3002G328500 (interacts with) SORBI_3002G379400 0.971708
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3003G387700 0.986571
SORBI_3002G379400 (interacts with) SORBI_3009G195800 0.983001

Bu etkilesim analizinden elde edilen kenar listesi, Ozellikle SnRK2 geninin
regiilasyon aglarinda nasil konumlandigimi ve hangi genlerle koordineli calistigini
anlamada kritik rol oynamaktadir. Bu sayede, potansiyel genetik hedeflerin belirlenmesi
ve biyotik/abiyotik stres yaniti mekanizmalarinin aydinlatilmasi miimkiin hale

gelmektedir.
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Cizelge 4.6’da SnRK2 geni ile etkilesim gosteren genlerin GO (Gene Ontology) ve

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes ve Genomes) anotasyonlarini sunmaktadir. Her

bir genin islevsel rollerini daha 1yi anlamak amaciyla, hem molekiiler fonksiyon hem de

potansiyel biyolojik yolak katilimlari1 dikkate alinmistir. Bu baglamda:

>

Transkripsiyonel diizenleyiciler, ribozomal proteinler, iyon kanallar1 ve protein
kinazlar gibi fonksiyonel gruplara ait genler tespit edilmistir.

Ozellikle protein fosforilasyonu, RNA/DNA baglanmasi, iyon tasinimi,
ribozomal yap1 ve ¢eviri, elektron tagima gibi siireclerde gorev alan genler goze
carpmaktadir.

KEGG anotasyonlarina gdre genlerin bazilari, stres tepkileri ve sinyal iletimi
gibi onemli yolaklarla iligkilendirilmistir (6rnegin, SORBI 3009G195800 —
AMP-activated protein kinase; SORBI 3002G379400 — SRK2 kinaz).

Ayrica GO terimleri arasinda transmembran tasima, protein dimerizasyonu,
ferrodoksinle iliskili redoks siiregleri, ribozomal yapi elemanlar1 gibi cesitli
hiicresel ve molekiiler islevlere yer verilmistir.

Bu sonuglar, SnRK2 genlerinin etkilesim i¢inde bulundugu genlerin sadece

modiiler diizeyde degil, ayn1 zamanda biyolojik islevsellik acisindan da anlamli bir ag

olusturdugunu ortaya koymaktadir. Bu etkilesimlerin ortak yolaklar tizerinden biyotik

ve abiyotik stres yanitlarima katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tiir detayli

fonksiyonel analizler, potansiyel biyoteknolojik hedeflerin belirlenmesine de 151k

tutacaktir.
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Cizelge 4.6 SnRK2 geni ile etkilesen genlerin GO ve KEGG fonksiyonlari

Gene Name
SORBI 3004G096500

GO Description
nucleic acid binding

KEGG Description
far upstream element-binding protein

SORBI 3004G096500
SORBI 3004G064900
SORBI 3003G290500
SORBI 3003G041500
SORBI 3003G387700
SORBI 3008G006300
SORBI 3008G073200
SORBI 3008G073200
SORBI 3008G073200
SORBI 3007G210100
SORBI 3007G089800
SORBI 3001G018900
SORBI 3001G022900
SORBI 3001G036900

SORBI 3001G192800
SORBI 3009G188800

SORBI 3009G195800
SORBI 3005G195400
SORBI 3005G229700
SORBI 3002G368100
SORBI 3002G379400
SORBI 3002G339100
SORBI 3002G140900
SORBI 3002G328500

SORBI 3002G206900

RNA binding

profilin
protein binding

DNA binding
DNA binding
DNA binding

protein binding
translation

electron transport
chain
ribosome

ATP binding
ion transport

signal transduction

protein dimerization
activity

cell growth
protein
phosphorylation
transmembrane
transport

protein
phosphorylation

far upstream element-binding protein

profilin
U3 small nucleolar RN A-associated
protein 18

histone-lysine N-methyltransferase
SETD3
small subunit ribosomal protein S4e

ferredoxin

small subunit ribosomal protein S23e

cyclic nucleotide gated channel

AMPK catalytic alpha subunit

serine/threonine-protein kinase SRK2

pre-mRNA-splicing factor 38A
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5. TARTISMA

Bu calismada AGKA ydntemiyle sorgumda SnRK?2 gen ailesine ait etkilesim ag1
analiz edilmistir. Analiz, genler aras1 korelasyon katsayilarina dayali modiiler yapilar
tizerinden biyolojik anlam igeren iliskileri ortaya koymay1 hedeflemistir (Langfelder ve
Horvath, 2008). Elde edilen sonuglara gére, SORBI 3002G379400 (SRK2 kinaz) geni
merkezli, ortalama korelasyon degeri 0.981 olan 23 adet c¢ift yonlii baglanti
saptanmustir.  Ozellikle SORBI 3002G206900 ile 0.995 diizeyinde korelasyon
gostermesi, bu iki genin ortak sinyal yolaklarinda yer alabilecegine isaret etmektedir.

Bu tiir yliksek korelasyon diizeyleri, Arabidopsis (Kamiyama ve ark., 2021;
Umezawa ve ark., 2013), celtik (Zhang ve ark., 2023; Lou ve ark., 2017) ve patates (Bai
ve ark., 2017a) gibi tiirlerde de gozlemlenmistir. SnRK2 genleri abiyotik stres
kosullarinda, transkripsiyon faktorleri (AREB/ABF), iyon kanallar1 (SLAC1, GORK)
ve membran proteinleri (akuaporinler) ile etkilesim kurmaktadir (Coello ve ark., 2011b;
Kulik ve ark., 2011; Maszkowska ve ark., 2021; Takahashi ve ark., 2020).

Agda yer alan genlerin islevsel anotasyonlari; protein fosforilasyonu
(SORBI _3002G379400, SORBI _3002G328500), RNA/DNA baglanmasi
(SORBI 3004G096500, SORBI 3008G073200), iyon tasiumi (SORBI 3009G 188800,
SORBI 3002G339100), ribozomal aktivite (SORBI 3001G018900,
SORBI 3001G036900) ve redoks siirecleri (SORBI 3001G022900) gibi islevleri
kapsamaktadir. Bu ¢esitlilik, SnRK2'min yalnizca sinyal iletimiyle sinirli kalmadigini;
translasyonel, metabolik ve oksidatif siireclerde de etkili oldugunu gostermektedir
(Chen ve ark., 2020; Maszkowska ve ark., 2021a; Li ve ark., 2018).

SORBI 3004G096500 geninin transkripsiyon faktorii benzeri yapilarla
anotelenmesi, AREB/ABF gibi bZIP transkripsiyon faktorleriyle islevsel benzerlik
gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Arabidopsis'te OSTI (SnRK2.6) kinazinin ABF3’i
fosforlayarak ABA aracili gen ekspresyonunu diizenledigi bilinmektedir (Sirichvera ve
ark., 2010; Wang ve ark.,, 2013b; Kamiyama ve ark., 2021). Benzer sekilde,
SORBI 3009G195800 geninin KEGG anotasyonlarinda AMPK homologu olarak
tanimlanmasi, SnRK1 ile SnRK?2 arasinda enerji-stres koordinasyonuna isaret etmektedir
(Balakrishnan ve ark., 2024; Jamsheer ve ark., 2019; Stanczyk ve ark., 2023).

Ferredoksinle iligkili anotasyona sahip SORBI 3001G022900, redoks
homeostazi lizerinde SnRK2'min dolayl etkisini gostermektedir. SnRK2.6’nin NADPH
oksidaz RbohF’yi fosforlayarak ROS iiretimini tetikledigi ve bunun stomatal
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kapanmayla iligkili oldugu gosterilmistir (Kamiyama ve ark., 2021a; Kawa ve ark.,
2020a; Szymanska ve ark., 2019a). Ayrica, SnRK2.4 ve SnRK2.10'un tuz stresi
kosullarinda ROS seviyesini modiile ederek hiicresel zararlar1 azalttigi bildirilmistir
(Szymanska ve ark., 2019a). Buna ek olarak, SnRK/ yolunun da redoks durumuna baglh
olarak calisan korunmus bir diizenleme mekanizmasina sahip oldugu belirtilmektedir
(Jamsheer ve ark., 2019).

Transkript  isleme (SORBI 3002G140900), protein dimerizasyonu
(SORBI 3005G195400) ve profilin yapis1 (SORBI 3003G290500) ile iliskili genler,
SnRK2 'nin sinyal iletimi diginda hiicresel yap1 organizasyonu ve post-transkripsiyonel
diizenleme siireglerinde de rol oynayabilecegini gostermektedir (Yuan ve Zhao, 2025;

Maszkowska ve ark., 2021a; Jamsheer ve ark., 2019).

5.1 SnRK2 Ag Yapisinin Modiilerligi ve Fonksiyonel Biitiinliik

SnRK2 geni etrafinda sekillenen turquoise modiilli, yalnizca istatistiksel
korelasyon degil, ayn1 zamanda fonksiyonel biitlinliikk sunmaktadir. WGCNA analiziyle
belirlenen bu modiil; transkripsiyonel diizenleme, iyon tasinimi, protein fosforilasyonu,
translasyon ve redoks dengesi gibi biyolojik siireclerle iliskilidir (Langfelder ve
Horvath, 2008; Kawa ve ark., 2020; Jamsheer ve ark., 2019). SnRK2’nin merkezi
konumu, onu yalnizca bir katilimci degil aym1 zamanda agm diizenleyici nodu
yapmaktadir. Arabidopsis, misir ve ¢eltik gibi tiirlerde yapilan benzer analizler de bunu
desteklemektedir (Chen ve ark., 2020; Li ve ark., 2017; Wan ve ark., 2022).

SORBI 3002G339100 gibi iyon tastyici genlerin SnRK2 ile yiiksek korelasyonu,
membran gegirgenligi ve osmotik stres yonetimiyle iligkili islevleri gostermektedir
(Maszkowska ve ark., 2021b). SORBI 3001G018900 ve SORBI 3001G036900 gibi
ribozomal protein genleriyle olan korelasyon, SnRK2’nin translasyonel kontrol
tizerindeki potansiyel etkisine isaret eder (Li ve ark., 2018; Jamsheer ve ark., 2019).

SnRK2’nin redoks homeostaziyla iligkili genlerle birlikte yer almasi (6rnegin
SORBI 3001G022900), ROS {iretimi lizerinden hiicresel savunma siireglerini koordine
ettigini diisiindiirmektedir (Rachowka ve ark., 2023; Yuan ve Zhao, 2025).

5.2 Potansiyel Biyoteknolojik Hedeflerin Belirlenmesi

SnRK2'nin ¢ok yonlii diizenleyici rolii; stres yaniti, translasyonel diizenleme,
iyon ve su dengesi gibi siireglerde acik¢a ortaya konmustur. Bu nedenle, SnRK?2 ile ko-

eksprese genler, gelecekte biyoteknolojik uygulamalarda degerlendirilebilecek oncelikli
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hedefler arasindadir (Balakrishnan ve ark., 2024; Coello ve ark., 2011a; Kamiyama ve
ark., 2021).

Ozellikle AMPK benzeri ozellik tastyan SORBI 3009G195800, enerji
homeostaz1 diizenlemesinde onem tasimaktadir (Jamsheer ve ark., 2019; Stanczyk ve
ark., 2023). Benzer sekilde, ferredoksinle iliskili redoks genleri (SORBI _3001G022900)
ROS araciligiyla stres toleransini etkileyebilir (Maszkowska ve ark., 2021; Blanco ve
ark., 2019).

SnRK?2 ile ko-eksprese olan iyon kanal genleri (6rnegin SORBI 3009G188800),
cevresel streslere karsi genetik miihendislik uygulamalarinda degerlendirilebilir
(Takahashi ve ark., 2020; Umezawa ve ark., 2013). Transkripsiyon faktorleri
(SORBI _3004G096500) ve RNA isleme proteinleri (SORBI 3002G140900) ise ABA
yanit1 ve post-transkripsiyonel kontrol acisindan dikkat ¢ekicidir (Sirichvera ve ark.,

2010; Yan ve ark., 2017; Kawa ve ark., 2020).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez caligmasi, SnRK2 gen ailesine ait SORBI 3002G379400 geninin,
sorgumda hem istatistiksel hem de fonksiyonel agidan merkezi bir diizenleyici unsur
oldugunu gostermektedir. Ag analizlerinden elde edilen bulgular, yalnizca genler arasi
ifade benzerliklerine degil, ayn1 zamanda bu genlerin biyolojik olarak anlamli ve
baglantili siireclerde birlikte islev gordiiklerine de isaret etmektedir. SnRK2'min
korelasyon gosterdigi genler; sinyal iletimi, protein fosforilasyonu, translasyon, redoks
dengesi, iyon tasinimi ve mRNA metabolizmasi gibi ¢ok sayida yasamsal siirecte rol
almaktadir. Bu durum, SnRK2'nin hiicre i¢i savunma stratejilerinin organizasyonunda,
cevresel kosullara kars1 verilen tepkilerde ve genel metabolik dengeyi saglamada ¢ok
katmanli bir diizenleyici olarak gorev yaptigini ortaya koymaktadir.

Elde edilen sonuglarin bir diger énemli yonii, SnRK2'nin biyolojik sistemler
icinde merkezl konumda yer almasinin yalnizca stres yanitlar ile sinirli olmamasi; ayn
zamanda bliylime, gelisme ve kaynak kullanimina yonelik siireclerde de etkili olmasidir.
Ozellikle enerji regiilasyonu, ROS fiiretimi, translasyonel kontrol ve post-
transkripsiyonel diizeyde mRNA islenmesi gibi farkli seviyelerde etki goOstermesi,
SnRK2'yi klasik bir stres yanit geninden O&teye tasiyarak sistem diizeyinde bir
dengeleyici haline getirmektedir.

Gelecekte yapilacak c¢aligmalarin ilk asamasinda, bu tezde tanimlanan ag
yapilarinin deneysel olarak dogrulanmasi gerekmektedir. Bu dogrulama icin gen
susturma (RNAIi), gen asir1 ifade ettirme (overexpression) ya da CRISPR-Cas9 ile
hedefli mutagenez gibi molekiiler biyoloji teknikleri kullanilabilir. Boylece, korelasyon
diizeyinde elde edilen iliskilerin fonksiyonel diizeydeki etkileri somut olarak
gozlemlenebilir. Bunun yaninda, bu genlerin farkli abiyotik stres kosullarinda (kuraklik,
tuz, soguk vb.) zamana bagl olarak degisen ekspresyon profilleri ¢ikarilmali; bu veriler
hem genlerin stres tiiriine 6zel tepkilerini hem de ag yapisinin ¢evresel degiskenlere
kars1 ne derece esnek oldugunu anlamada kritik rol oynayacaktir.

Bunlara ek olarak, SnRK2min farkli doku tiplerinde (kok, yaprak, stomal
hiicreler vb.) nasil ifade edildigi, ilgili ag bilesenlerinin bu dokuya 6zgii diizenleyici
rolleriyle birlikte incelenmelidir. Ciinkii stres yanitlar1 genellikle dokuya 6zgii fizyolojik
karsiliklar tiretir. Dokuya 6zgli RNA-Seq verilerinden yararlanilarak yapilacak bu tiir
analizler, genetik miihendislik hedeflerinin daha hassas ve etkili bigimde belirlenmesini

saglar.
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Son olarak, SwRK2 benzeri ag yapilarinin farkli bitki tiirlerinde nasil
yapilandigia dair karsilastirmali analizler de olduk¢a kiymetlidir. Bu karsilastirmalar,
evrimsel olarak korunmus modiillerin tanimlanmasin1 ve dolayisiyla biyoteknolojik
miidahale agisindan daha evrensel stratejilerin gelistirilmesini miimkiin kilacaktir. Farkli
tiirlerdeki SnRK2 homologlarinin korelasyon aglariin yapisal ve fonksiyonel benzerlik
tagitylp tasimadigina odaklanacak karsilastirmali calismalar, bu gen ailesinin bitki
krallig1 genelindeki roliinii daha kapsamli bir sekilde ortaya koyacaktir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi SnRK2 gen ailesinin sorgumda yalnizca genetik
ag baglaminda degil, ayn1 zamanda hiicresel ve organizmal seviyede ¢ok boyutlu bir rol
istlendigini gostermekte; bu roliin gerek temel biyolojik arastirmalarda gerekse stres
tolerans1 yiiksek bitkiler gelistirmeye yonelik uygulamalarda kullanilabilecek stratejik

bilgi ve hedefler sundugunu ortaya koymaktadir.
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