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NDR1/HIN1-benzeri (NHL) gen ailesinin temel bir islevi, bitkilerin biiylime ve gelisim
evrelerinin yani sira stres tepkilerini diizenlemektir. NHL gen ailesi, gliniimiize dek ¢esitli
bitki tiirlerinde biyoinformatik araclar kullanilarak incelenmis olmasima ragmen,
Helianthus annuus (aygigegi) iizerinde heniiz arastirilmamustir. Bu arastirma, H.
annuus’un tiim genomu boyunca NHL gen ailesinin tanimlandig1 ve karakterize edildigi
ilk calismadir. Calismada NHL gen ailesinin molekiiler ve fizikokimyasal 6zelliklerini
incelemek amaciyla c¢esitli biyoinformatik araclar kullanilarak in siliko bir yaklasim
benimsenmistir. Sonug olarak, 33 adet NHL geni kesfedilmis ve filogenetik analizlere
gore bu genler ii¢ kategoride siniflandirilmistir. Esanlamli (Ks) ve esanlamli olmayan
(Ka) substitlisyon oranlarinin analizi, filogenetik iligkiler ve sinteni desenleri, H. annuus,
Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa tiirlerinde NHL genlerinin poliploidizasyonu ve
evrimi hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. Transkriptom analizi, NHL genlerinin
ayciceginde dokuya 6zgii bir ifade degisim modeli gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica,
kantitatif Real-Time PCR sonuglarina gére H. annuus yapraklarinda kuraklik stresine
yanit olarak NHL genlerinin mRNA seviyelerinde kontrole goére dnemli farkliliklar tespit
edilmistir. Bunun yaninda, PhotosynQ cihazi ile gergeklestirilen dl¢timlere gore birgok
fotosentetik, biyokimyasal ve fiziksel parametrenin degistigi gosterilmistir. Genel olarak,
bu aragtirmanin sonuglari, H. annuus’ta NHL genlerinin gelisimi ve islevlerinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar hakkinda 6nemli yeni bilgiler sunmaktadir.
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An essential function of the NDR1/HIN1-like (NHL) gene family is to regulate the growth
and developmental phases of plants as well as stress response. The NHL gene family has
not yet been examined in Helianthus annuus (sunflower), despite the fact that it has been
examined in several plant species utilizing bioinformatics technologies. This research was
the first that the NHL gene family was identified and characterized throughout the whole
genome of H. annuus. An in-silico approach was employed, utilizing various
bioinformatics tools to explore the molecular and physicochemical characteristics of NHL
genes. Consequently, 33 NHL genes were discovered and categorized using phylogenetic
analysis into three categories. The analysis of synonymous (Ks) and non-synonymous
(Ka) substitution rates, phylogenetic relationships, and synteny patterns provided
important insights into the polyploidization, evolution, and domestication of NHL genes
across H. annuus, Arabidopsis thaliana and Oryza sativa. Transcriptome analysis
demonstrated a tissue-specific expression pattern of NHL genes in P. vulgaris.
Additionally, in reaction to drought stress in H. annuus leaves, most of NHL genes were
discovered to be activated on the basis of Real-Time PCR results. Moreover, many
photosynthetic, biochemical and physical parameters have been revealed to change with
the PhotosynQ device. In general, the outcomes of this research provide important new
insights into the molecular mechanisms underlying the development and functions of
NHL genes in H. annuus.
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1. GIRIS

Gida ihtiyacindaki biiyiik artisin karsilanamamasi, insan niifusunun stirekli yiikselmesi
ile birlesince kitliga, hastaliklara ve hatta 6liimlere neden olmaktadir. Diinya niifusu i¢in
gida iiretimini artirmak amaciyla tarim tekniklerine daha fazla Gnem verilmesi
gerekmektedir (Pandey, 2018). Saglikli bir yasam tarzi, insanlarin tiikettigi gidalarla
dogrudan iligkilidir (EI-Hamidi ve Zaher, 2018). FAO, IFAD, UNICEF, WFP ve WHO
tahminlerine gore, 2020 yilinda diinyada 720 ila 811 milyon insan aglikla kars1 karsiya
kalmistir ve mevcut gida tiretimi kiiresel ihtiyaglari karsilamaya yeterli olmasina ragmen
yaklasik ti¢ kisiden biri (2,37 milyar) yeterli gidaya erisememistir. A¢ligin sebepleri
diinya genelinde farklilik gostermekle beraber (askeri catigmalar, dogal afetler, iklim
degisikligi, elverissiz toprak ve tarimsal iiretim igin ¢evresel kosullar), diger yandan
kiiresel gida fazlasinin dagitiminin ¢éziilememesi baska bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir. Artan gida talebi, gida ve yem {iretimi i¢in kullanilan tarim arazilerine ve
meralara olan talebi arttirmaktadir. Tahminlere gore, tarim arazisi alani, niifus artigina ve
insan beslenmesindeki niteliksel degisikliklere ayak uydurabilmek i¢in 2050 yilina kadar
iki katina ¢ikmalidir (Daszkiewicz, 2022). Uriin verimini ve genel anlamiyla iiretkenligi
artirmak amaciyla, bir¢ok ¢ift¢ci zaman i¢inde geleneksel tarim tekniklerinin bir pargasi
olarak kimyasal giibreleri kullanmaya devam etmektedir. Ancak bu teknikler; iiriin
verimi, topragin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, yiizey akisiyla taginan su ve mikrobiyal
ekolojik denge iizerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir (Elemike vd., 2019). Ek olarak
kiiresel 6lgekte yogun tarimsal (gida) tiretimi, sicakliklar: artiran ve iklim degisikligine
yol agan sera gazi emisyonlarina sebep olmaktadir. 2019 yilinda, sera gazi emisyonlarinin
%30,6' siin (CO2 esdegeri cinsinden), kiiresel gida zinciri (tarimsal gida sistemleri)
kaynakli oldugu bulunmustur; bu gazlar arasinda %21,35 CO2, %78,03 N2O ve %53,21
CHa4 oldugu analizlerle ortaya gosterilmistir (Daszkiewicz, 2022). Iklim degisikliginin
tarim ve gida iiretimi lizerinde ¢ok yonlii ve gozlemlenebilir etkileri bulunmaktadir. Su
kaynaklarma ulasilabilirligi azaltmaktadir ve sonu¢ olarak toprak kurakligina, genis
alanlarin ¢ollesmesine yol agmaktadir. Iklim degisikligi, dogal afetlere (kuraklik, sel,
kasirgalar, tayfunlar, siklonlar, hortumlar, firtinalar) yol acar ve hava anomalileri riskini
arttiran en 6nemli faktorlerden biridir. Bu olaylar {irinlere zarar vermektedir ve mahsiil

verimini diisiirmektedir. Tlaveten seller sirasinda toprak kirlenmektedir. Asir1 hava



kosullarindan kalici olarak etkilenen bolgelerdeki arazilerin tarima uygunlugu
azalmaktadir, bu durumda uzun vadeli etkiler de goriilebilmektedir. Bu anomaliler gida
giivenligi i¢in bir tehdit olusturmaktadir. Ornegin, 2020'deki uzun siireli kuraklik, iiriin
verim potansiyelinde bir azalmaya yol agmistir ve misir verimini %6,0, kislik bugday
verimini %3,0, soya fasulyesi verimini %5,4 ve piring verimini 1981-2010 ortalamasina

gore %1,8 oraninda diisiirmiistiir (Daszkiewicz, 2022; Romanello vd., 2021).

Aygigegi, Helianthus annuus L., Asteraceae ailesine bagli Helianthus cinsine ait tek yillik
bir bitkidir. Helianthus cinsi 19 alt tiir ve 51 tiir igerir. Bunlarin 37’si ¢ok yillik, 14’ ise
tek yilliktir ve kromozom sayilart tiirden tiire farklilik gostermektedir (Khalil vd., 2015).
Ispanyol kasifler tarafindan 16. yiizyilda anavatani olan Kuzey Amerika’dan Avrupa’ya
getirilmistir. Dogal ortaminda yetigsmesi i¢in gerekli olan sicaklik 20-25°C arasinda
degismektedir (Vilvert vd., 2018). Aygicegi terimi, giinese gore yonelme hareketinden
(heliotropizm) koken almaktadir. Genis, sert ve disli yapraklari, uzun kazik koki, tiyli
saplar1 ve glinese bakan biiytik, yuvarlak, sar1 ¢igek baslari ile ayirt edilmektedir (Vilvert
vd., 2018). Daha derin topraklardan su emebilen giiglii bir kok sistemine sahiptir ve
yapragin her iki tarafinda stoma bulunmasi nedeniyle yliksek fotosentez kabiliyeti
bulunmaktadir (Wu vd., 2022b). Aygicegi, yiiksekligi 0,7 ila 3,5 m arasinda degisen bir
dikottur (Tekin vd., 1998). Yapraklar1 piiriizli, genis, kaba dislidir. Genellikle
ayciceginin "gigcegi" olarak adlandirilan yapi, aslinda ¢ok sayida kiigiikk yaprakl
ciceklerden ("cicekgikler") olusan, pseudanthium veya captulum adi verilen bir "¢cigek
basi"dir. Yapraklara benzeyen dis gigeklere 1sin ¢igekleri denmektedir. Bu 1s1n gigekleri,
asimetrik bir diizende kaynasmis yapraklardan olusan bir ligule sahiptir. Basin
ortasindaki gigekler disk cigekleri olarak bilinir ve bunlar spiral olarak diizenlenmistir.
Tozlagsma, genellikle bocekler tarafindan yapilirsa, ¢igekler meyveye (tohumlara)
doniistir. Ana kok giigliidiir, 3 m derinlige kadar niifuz eder ve yiizey koklerinin genis
yanal yayilimina sahiptir. H. annuus tohumlari, her biri bir ¢ekirdekten (gercek tohum)
ve bir perikarptan (kabuk) olusan akenlerdir (veya meyveler). Perikarp dort kenarli ve
diizdiir (Becker vd., 2023). Tohumlar yaklasik 0,6 cm uzunlugunda ve 0,3 cm
genisligindedir. Genellikle siyah tohum kabuguna sahiptir, tiikketim icin yetistirilen
tohumlarin (yag icerigi yaklasik %30) ise genellikle koyu kahverengi veya beyaz bir

kabugu bulunmaktadir. Cekirdek, embriyo, endosperm ve tohum kabugundan



olusmaktadir. Perikarp (ana doku) birka¢ katmana sahiptir. Bu katmanlar; kiitikiil (dis
katman), epidermis, hipodermis, fitomelanin katmani, fibroz doku ve cekirdege bitisik
parankimal katmanlardir (Becker vd., 2023). Pseudanthium (gi¢ek basi) 1000 ila 4000
cicekcik igerebilmektedir ve aymi sayida tohum potansiyeline sahiptir. Bir
pseudanthiumdaki ortalama tohum verimi 1200 ila 1500 arasinda degismektedir (Becker
vd., 2023). Tohumlar, yaklagik %20 proteinden olusmaktadir. Tohumdaki depo
proteinler, ¢imlenmeden sonra fide gelisimi i¢in gereken kiikiirt ve azotu saglamaktadir

(Youle ve Huang, 1978).

Diinya ¢apinda yetistirilen ve tiiketilen aygicegi tohumu; protein, doymamis yaglar, lif,
vitaminler (6zellikle E), selenyum, bakir, ¢inko, demir dahil olmak iizere ¢ok sayida
besleyici bilesen saglar. Yemeklik yag olarak kullanilabilir, kavrulmus veya tuzlanmis
bir atistirmalik olarak tiiketilebilir, ayrica ay¢icegi tohumundan sekerleme yemisi olarak
yararlanilabilir. Aygicegi tohumu siilfiirik amino asitler agisindan zengin olmasindan
dolay1, unu hayvan yemi olarak genis kapsamda kullanilmaktadir (Guo vd., 2017). Ek
olarak aygicegi tohumu, oOzellikle oleik ve linoleik asitler olmak iizere yiiksek
konsantrasyonlarda ¢oklu doymamis yag asitleri ihtiva eder. Doymamis yag asidi, insan
tiketimi bakimindan daha sagliklidir ve diisiik yogunluklu lipoprotein seviyelerini
azaltarak kandaki kolesterol oranlarinin diizenlenmesine yardimci olur. Bu da koroner
kalp hastaliklarinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir azalmaya yol agar (Celik Altunoglu vd.,
2018). Oleik asit, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterolii artirabilen ve
dolayisiyla kalp krizi riskini azaltabilen tekli doymamis bir omega-9 yag asididir. Oleik
asit ayrica meme kanseri ile daha giiclii bir iliski gostermektedir. Buna en giiclii kanit,
oleik asit kaynaklarinin alimimin koruyucu goriindiigi giiney Avrupa popiilasyonlar
tizerindeki ¢aligmalardan gelmektedir (S. Guo vd., 2017). Arastirmalar, ayn1 zamanda

aycicegi tohumunun antioksidan 6zellikler tasidigini gostermektedir (Bester vd., 2010).



Sekil 1.1 Aygigek yaprak ve tohumu (Puttha vd., 2023 'ten uyarlanmistir)

Cizelge 1.1 Diinya genelinde en ¢ok aycicek tohumu iiretimini, iilke bazinda

gostermektedir. Cizelgeden goriilecegi tizere 2024/2025 yillarinda, 1,35 milyon ton ile

Tiirkiye 7. siraya yer almistir.

Cizelge 1.1 Diinya genelinde aygi¢cek tohumu tiretimi

Ulke Global Uretim (%) [Toplam Uretim (2024/2025, Metrik Ton)
Rusya 32% 16.9 Milyon

Ukrayna 25% 13 Milyon

Avrupa Birligi |16% 8.53 Milyon

Arjantin 10% 5.1 Milyon

Kazakistan 3% 1.83 Milyon

Cin 3% 1.75 Milyon

Tiirkiye 3% 1.35 Milyon

(Anonymous 2025a)



https://www.fas.usda.gov/data/production/country/up
https://www.fas.usda.gov/data/production/country/e4
https://www.fas.usda.gov/data/production/country/ar
https://www.fas.usda.gov/data/production/country/ch
https://www.fas.usda.gov/data/production/country/tu

FAO kaynaklarina gore aycicegi, diinya genelinde soya fasulyesi, kolza tohumu ve
aspirden sonra en karli ve ekonomik dordiincii yag bitkisidir (Cizelge 1.2) (Anonymous
2025). Bitki bilimciler tarafindan, uygun kosullar altinda yiiksek yag verimine sahip
cesitler elde etmek amaciyla yetistirilmektedir. Besinleri sinirlayan iklimsel, edafik
(toprakla ilgili) ve yonetimsel faktorlerin elverissiz kosullart; tohum, yag igerigi ve diger
tirlinler agisindan aygigegi veriminde azalmaya yol agabilmektedir. Organik giibrenin
sentetik gilibreyle birlikte uygulanmasi, aygi¢eginin verimini ve kalitesini etkilemektedir
(Enebe ve Babalola, 2018). Ayrica aygicegi, topragin iyilestirilmesinde
kullanilabilmektedir. Bunun yani sira saglik driinleri, yesil giibre ve biyoyakit igin
hammadde olarak da kullanilmaktadir. Her y1l artan aygigegi tohumu tiiketimi, bu bitkiyi
diinya genelinde 6nemli bir yenilebilir yag kaynagi haline getirmektedir (Huang vd.,
2022).

Cizelge 1.2 Aycicegi tohumunun diger tohumlarla kiyaslanmasi

Yagh tohum Uretim (milyon metrik ton) 2017-2022 Arasi
2017 2018 2019 2020 2021 2022
Yag palmiyesi 69.63 72.31 79.21 76.17 80.74 78.87
Soya tohumu 56.13 56,79 59,47 59,05 61.81 58.05
Kolza tohumu 24.3 24.75 28,04 25.19 26,59 26.69
Aygicegi tohumu 18.14 18.39 20,05 20.56 18.43 20.26
(Anonymous 2025b)

Bitkiler sicaklik, kuraklik, asir1 yagis ve asir1 tuzluluk gibi ¢esitli abiyotik streslere karsi
fizyolojik ve metabolik olarak uyum saglama yetenegine sahiptir (Korkmaz ve Durmaz,
2017). Bitkilerin stres kosullarina karsi savunma mekanizmalar1 hala tam olarak
anlasilamamistir, ancak bu konuda birgok ¢alisma yapilmustir (Ors ve Ekinci, 2015).
Bitkiler, karsilastiklar1 olumsuz kosullarin etkilerini azaltmak veya onlemek amaciyla
koruyucu molekiiller sentezleme, reaktif oksijen tiirleri (ROS) biriktirme, iyon ve
makromolekiil homeostazini saglama gibi mekanizmalar kullanir. Bu zor kosullara karsi

proteinlerin gorevleri bitki savunma mekanizmalar acisindan oldukca 6nemlidir. klim



degisikligi senaryosunda ve erken kurakliklarin baglamasiyla, iiriinler kuraklik stresinden
etkilenebilir (Debaeke vd., 2017). Su stresinin yarattig1 soruna ek olarak, sulamali gida
iiretim sistemlerine ayrilan alanin azalmasi ve bunun sonucunda daha az gida {liretiminin
gerceklesmesi beklenmektedir (Alexandratos ve Bruinsma, 2012; Aroca, 2013). Bununla
birlikte suyu evsel, endiistriyel ve tarimsal amagla kullananlar arasindaki su rekabeti
nedeniyle sulanan arazinin genisletilmesi miimkiin degildir ( Hussain vd., 2018). Farkli
kullanicilar arasindaki siddetli su rekabeti, sulanan arazileri agirlikli olarak yagmurla
beslenen sistemlere doniistiirecek ve sonugta iirtinler periyodik olarak kuraklik stresi
yasamak zorunda kalacaktir (Elliott vd., 2014). Dolayisiyla, tiim tarimsal {iriinler ve hatta
aycicegi gibi orta derecede kurakliga dayanikli {iriinler bile kuraklik stresinden ciddi
sekilde etkilenecektir. Son yillarda kurak ve yar1 kurak iklime sahip lilkeler de dahil
olmak tizere Asya'da ve otesinde siddetli kuraklik olaylar1 kaydedilmistir. Bu durum

kuraklik stresinin yonetimini daha da zorlastirmaktadir (Hussain vd., 2018).

Kuraklik, bitki biiyiimesini tehdit eden kiiresel bir sorundur ve Hiikiimetlerarasi iklim
Degisikligi Paneli’'nde (IPCC), kiiresel 1sinma nedeniyle Oniimiizdeki yillarda
kurakliklarin siklig1 ve siiresinin artacagi rapor edilmistir (Sheffield ve Wood, 2008).
Bitkilerde kuraklik stresine kars1; stomalarin kapanmasi, gaz degisiminin azalmasi, turgor
basincinin diismesi, toplam su potansiyelinin azalmasi, solgunluk ve hiicre biiylimesinde
azalma gibi fizyolojik degisiklikler meydana gelmektedir (Mahalingam, 2015). Kuraklik
stresi, molekiiler yollarla bir¢ok biyokimyasal ve fizyolojik siireci etkileyerek bitki
biiylimesini, gelisimini ve tiretimini olumsuz etkiler (Prasad vd., 2011). Kuraklik stresi,
diinya genelinde bir¢ok bdlgede ayciceginin tohumunda azalma ve yag veriminde diisme
ile korelasyon gostermektedir. Su kithgi, kuru madde dagilimini etkiler ve biyokiitle
tiretiminde yer alan fizyolojik ve biyokimyasal siirecler lizerinde 6nemli etkilere sahiptir
(Hussain vd., 2017). Kuraklik mekanizmasin1 anlamaya yonelik ilk ¢caligmalar fizyolojik
parametre analizleri {izerine olmustur. Daha sonra abiyotik stresle ilgili olarak 6zellikle
absisik asit (ABA) biyosentezi lizerine yapilan biyokimyasal aragtirmalar artmistir. ABA

biyosentezi, stomalarin kapanmasini saglayarak su kaybini azaltir (Kim vd., 2010).

Kuraklik stresi altindaki ay¢iceginde fotosentez siireci iki ayr1 mekanizmadan etkilenir:

(1) stomalarin kapanmasi nedeniyle yaprak i¢inde CO2 diflizyonunun azalmasi ve (2) CO>



metabolizmasiin inhibisyonudur (Tezara vd., 1999). Stomalarin kapanmasi nedeniyle
diisiik fotosentez oranindan kaynakli olarak, aygigeginin biiyiimesi ve verimliligi, nem
eksikligi kosullarinda biliyiik Ol¢lide etkilenir ve bdylece yapraklara CO2 diflizyonu
kisitlanir (Flexas vd., 2004). RuBP (Ribuloz bisfosfat) fotosentezde 6nemli bir role
sahiptir ve karanlik reaksiyonu i¢in anahtar molekiildiir. Strese girmis saglam yapraklarda
karboksilasyon ve RuBP rejenerasyon kapasitesi ciddi sekilde azalir (Galmés vd., 2013),
ancak kurakliga dayanikli genotiplerde miktari, uzun siireli kurakliga yanit olarak artar
(Pankovic” vd., 1999). Bu da kuraklik toleransinin bir isareti olarak daha fazla RuBP
tiretimi demektir (Hussain vd., 2018). Kuraklik siddetinin artmasiyla birlikte aygicegi
yapraklarinda stoma iletkenligi ve CO2 asimilasyonu azalir (Ghobadi vd., 2013; Igbal vd.,
2009; Joa Correia vd., 2013). Aygicegi, saglam kazik kok sistemi nedeniyle mevcut
toprak suyunu kullanma konusunda daha gii¢lii bir yetenege sahiptir (Hussain vd., 2018).
Kuraklik stresi, ek olarak mineral emilimini 6nemli 6lgiide azaltir ve besin dengesini de
bozar (Gunes vd., 2008), ancak bitki tiirleri ve tiir igindeki genotipler, su eksikligine karsi
verdikleri tepkilerde farkliliklar gosterir (Hussain vd., 2018). Hussain vd. (2016)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, kurakligin iki ay¢icegi melezinde azot (N) ve potasyum
(K) emilimini azaltig1 neden bildirilmistir (Hussain vd., 2016). Kuraklik stresi altinda
biitlin gelisim siireci boyunca N ve K kullanimi; topragin fiziko-kimyasal dzelliklerinden,
kurakligin siiresi ve yogunlugundan, organizmanin evrimsel ge¢cmisi dahil olmak iizere
bir dizi faktorden etkilenmektedir (Killingbeck, 1996; Silla ve Escudero, 2006). Stoma
kapanmasi, epidermal hiicrelerde turgorun geri basing sistemi ile gerceklesir. Bu
mekanizmadan da K sorumludur, yeteri kadar K alamayan bitki, stomalarini kapatamaz
(Hussain vd., 2018).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicre sinyalizasyonunda 6nemli rol oynadiklar1 i¢in normal
kosullar altinda bile, bitkilerde siirekli tiretilen serbest oksijen radikalleridir. Bununla
birlikte, ROS'un asir1 iiretimi oksidatif strese yol acar. Bitkilerdeki baslica ROS
molekiilleri siiperoksit (O2"), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikallerini (OH")
igerir; bunlar arasinda OH™ en reaktif tiirdiir (Impa vd., 2012). Bunlar bitkinin fizyolojik
ve biyokimyasal siiregleri i¢in oldukea toksiktir molekiillerdir (EI-Shabrawi vd., 2010).
Kuraklik stresi, cogu hiicresel bilesene zarar verebilen farkli ROS tiirlerinin asir1

tiretimine neden olur (Hussain vd., 2018).



Gelecek ylizyilin gida ve enerji ihtiyaclarini karsilayacak ileri diizey bitki 1slah1 ve
yonetim teknikleri; biiytik 6l¢ekli, yliksek verimli bitki fenotipleme siireglerine baglhdir.
Bu siiregler, bitki biyolojisinde ve tarimda giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.
Kuhlgert ve ark. (2016) tarafindan gelistirilen, diisiik maliyetli ancak gelismis, agik
kaynakli bilimsel bir cihaz olan PhotosynQ-MultispeQ); arastirmacilar, bitki 1slahgilari,
egitimciler, ¢iftciler ve vatandaslarin yiliksek kaliteli saha verileri toplamasina olanak
tanimaktadir. PhotosynQ hem sahada fenotipleme ve 1slah i¢in son derece 6nemlidir, hem
de laboratuvar calismalarinda birgok parametreyi elde etmek amaciyla bu cihazdan
istifade edilmektedir. MultispeQ; pek ¢ok ¢evresel faktorleri (sicaklik, nem, CO2, zaman,
konum, 151k yogunlugu ve kalitesi), fotosentetik verileri (fotosistem Il kuantum verimi-
®II, fotokimyasal olmayan eksiton sondiiriilmesi-NPQ, fotosistem Il fotoinhibisyonu,
1s1kla yonlendirilen proton tasinimi, tilakoid proton itici giicii, klorofil pigmenti gibi) ve
biyokimyasal parametreleri (Dogrusal elektron akisi-LEF, Fotosentetik Olarak Aktif
Radyasyonu-PAR gibi) 6l¢mektedir. Olgiilen bu degerler, strese yanit agisindan bitkideki
degisimleri degerlendirmede yardimei olabilmektedir. Ek olarak her bitkinin farkli stres
faktorlerine verdigi yanit farklidir. Bu cihaz, strese yanit1 anlamada ve tiirleri kiyaslama
acisindan biyokimyasal ve fotosentetik olarak degerlendirmede katki saglar (Kuhlgert
vd., 2016).

Biiyiik olcekli, toplu bitki fenotiplemesi i¢in yeni yaklasimlara duyulan ihtiya¢ her gecen
giin artmaktadir. Gida ve biyoyakit liretimi igin ortaya ¢ikan ihtiyaglar karsilamak, bitki
verimliliginde onemli ilerlemeler gerektirecektir. Ayni zamanda iklimdeki hizlt
degisiklikler, mahsullerin g¢evreye karsi dayanikliligini giiclendirmeyi zorunlu hale
getirecektir. Bitki genetigi ve biyokimyasindaki son gelismeler, yeni bitki gelistirme
amactyla prensipte bu sorunlari ele alabilecek ¢ok sayida temel veri saglamistir. Ancak,
ozellikle tarim friinlerinin yetistirildigi dinamik cevre kosullar1 altinda bitkilerin
fenotiplerini degerlendirme kismi1 sinirh kalmustir. Bitki fenotiplerinin saha kosullarinda
Ol¢iilmesi; hem biyolojilerinin temel olarak anlasilmasi, hem de miihendislik yoluyla
performanslarinin iyilestirilmesi i¢in son derece énemlidir (Kuhlgert vd., 2016). Fakat,
islem oldukg¢a karmasiktir ¢iinkii bitkinin fonksiyonlari, birden fazla etkilesimli ¢cevresel
ve yonetimsel faktorlere baglidir. Dolayisiyla kontrollii denemeler altinda goriilen

fenotipler, belirli saha kosullari ve ortamlarinda goriilenlerden oldukg¢a farkli olabilir



(Fahlgren vd., 2015; White vd., 2012). Bu g¢evresel bagimlhilik, o&zellikle cevre
kosullarindaki hizli degisimlerden giiclii bir sekilde etkilenen fotosentez siireci igin
kritiktir (Cruz vd., 2016; Tikkanen vd., 2012). PhotosynQ ve MultispeQ projeleri, bitkiler
icin laboratuvar ve degisken saha arasindaki bosluklar1 kapatmayir amaglamaktadir.
MultispeQ cihazi, arazide bilmeyenler i¢in bile kullanim1 kolaydir. A¢ik kaynakli ve yeni
tekniklerin hizla dahil edilmesine olanak verecek sekilde tasarlanmistir. Ayrica
protokollerin, verilerin ve analiz araglarinin paylasimi i¢in kolayca erisilebilen zengin bir
kullanic1 arayiiziine sahiptir. Verilere, internet baglantis1 olan modern cep telefonlari,

tabletler veya diisiik maliyetli diziistii bilgisayarlarla bile ulasilabilir.

Bu cihazin 6lgtiigli degerlere bakilacak olursa; Fotosentetik Olarak Aktif Radyasyon
(PAR) degerini algilamak; fotosentezin 1g1k kosullarina verdigi tepkileri anlamak ve
dogrusal elektron akisini1 (LEF) hesaplamak i¢in kritik 6neme sahiptir. PAR sensorleri,
genellikle yesil bitki fotosentezini desteklemede aktif olan dalga boyu araligi (400—700
nm) iizerindeki 151k yogunlugunu (umol foton m? s biriminde) 6lcer. Bagil klorofil
icerigi (SPAD), bitki azot durumunun, hastaliklarin veya diger streslerin baslangicinin bir
gostergesi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Culman vd., 2013; de Andrade vd.,
2015; Xiong vd., 2015). MultispeQ, kirmizi (650 nm) ve kizilotesi (940 nm) 15181n bagil
gecirgenliklerini  Olgerek bagil klorofil igerigini tahmin etmek amaciyla SPAD

parametresinin degistirilmis bir versiyonunu kullanir (Markwell vd. 1995).

Genty ve ¢alisma arkadaslarinin denklemlerini kullanarak, hem fotosistem II'nin (PSII)
maksimum kuantum verimliligi (FvP/FmP), hem de sabit durum verimliligi (®II)
hesaplanir (Genty vd., 1989). Elektron tasiyicilarin1 oksitlemek igin kisa bir karanlik
periyot boyunca uzak kirmizi aydinlatmanin uygulanmasi, minimum floresan veriminin
tahmin edilmesine olanak saglar. Bu 6l¢iim, emilen 1518 fotokimya i¢in kullanilmadigi
durumlarda olusan fotokimyasal olmayan eksiton sondiirme (NPQ) (D®NPQ) ve
diizenleyici olmayan enerji dagilimmnin (®NO) kuantum veriminin hesaplanmasina

imkan tanir (Baker vd., 2007; Kramer vd., 2004).



Accelerate Crop
Improvements with
PhotosynQ

Sekil 1.2 PhotosynQ internet sitesi giris ekrani

Stres ile iligkili PhotosynQ verileri incelenirken, ayn1 zamanda streste etkili genleri analiz
etmek son derece onemli ve gereklidir. Hem biyotik hem de abiyotik stresle iliskili olan
NHL gen ailesi, bu tez kapsaminda analizi yapilan gen ailesidir. Arabidopsis thaliana’da
kesfedilmis olan NDR1/HIN1-benzeri (NHL) genler, Harpin-indiiklenen gen 1 (HIN1) ve
Irksal olmayan hastalik direnci geni 1 (NDR1) den olusmustur. HINZ1, harpin proteini
tarafindan indiiklenir ve bitki savunma mekanizmalarinda, biiyiime ve gelismede,
abiyotik streslere karsi direncte dnemli rol oynar. NHL proteinlerinin ¢cogu LEA (Late
Embryogenesis Abundant) domaini igerir (Liu vd., 2020). NHL proteinlerinin amino asit
dizileri bir veya iki olasi transmembran domainine ve islevi bilinmeyen ii¢ korunmus
motife sahiptir. Bunlar arasinda motif 1 daha az korunmus haldeyken, diger iki motif
evrimsel anlamda daha yiiksek oranda korunarak varligini siirdiirmistiir (Shahbaz vd.,
2023). Onceki caligmalar, NHL3 ve NDRI'in glikozile edilmis plazma membran
proteinleri oldugunu gostermistir (Varet vd., 2003). Ek olarak, korunmus gec
embriyogenez bol (LEA) protein domaini genellikle ¢ogu NHL gen ailesi iiyelerinde
bulunur (Peng vd. 2017). LEA proteinleri cogunlukla ozmotik diizenlemede yer alir. LEA

proteinlerini kodlayan genler, tohumun embriyonik gelisimi sirasinda ve bitkinin 1s1,
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diisiik sicaklik ve kuraklik gibi gevresel streslere verdigi tepki sirasinda énemli olgilide
ifade edilmektedir (Gardy vd., 2005). Is1 stresi; bitkilerde metabolik iyon diizenlemesi,
turgor dengesi, enzimatik mekanizmalar gibi bir dizi diizenleyici sistemleri etkileyen en
zararl abiyotik streslerden biridir. Dolayistyla bu stres, biiyiime geriligine ve nihayetinde

bu tiir ortamlarda biiyliyen bitkilerin 6liimiine yol agar (Shahbaz vd., 2023).

NHL gen ailesi iiyelerinin, bitki hastalik direncinde 6nemli bir rol oynadig1 daha énce
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Peng vd. 2017). Maldonado ve arkadaslari, A.
thaliana tiirinde GmMNHL1 ve GmNHLS8 genlerinin asir1 ekspresyonunun, jasmonik asit
(JA) ve etilen (ET) yollarin1 aktive ederek Heterodera glycines patojenine karsi direnci
arttirdigini raporlamislardir. Bu ylizden NHL1 ve NHL8 genlerinin, patojenlere karsi bitki

savunma mekanizmasina katkida bulundugu ileri stiriilmiistiir (Maldonado vd., 2014).

Biberde (Capsicum annuum L.), genom ¢apinda yapilan bir analizde on bes NHL geni
tanimlanmig ve bu genlerin fonksiyonlar1 farkli abiyotik stresler altinda karakterize
edilmistir (Liu vd., 2020). Brassica napus' tan izole edilen bir NHL tiyesinin, BANHL18A,
tuz (NaCl), H20., ethephon ve salisilik asit dahil olmak tizere bir¢ok farkli streste kritik
rol oynadig: gosterilmistir (Lee vd., 2006).

Arabidopsis' te, biyotik ve abiyotik stresle iligkili 45 NHL geni tanimlanmistir. AtNHL6
geninin; kuraklik, tuzluluk ve ozmotik stres gibi abiyotik stres kosullari altinda ABA
sinyal yolaklari1 ve biyosentezini diizenleyerek tohum c¢imlenmesine katildigi
gosterilmistir. Ayrica, bu genlerin kuraklik ve diisiik sicaklik gibi ¢cevresel stresler altinda
yiiksek diizeyde stimiile edildigi saptanmistir (Bao vd., 2016; Wang vd., 2022). Biberde
(Capsicum annuum L.) yapilan genom ¢apinda analizde 15 NHL geni tanimlanmis ve bu
genlerin farkli abiyotik stresler altindaki ifade diizeyleri incelenmistir. Ilgili genlerin hem
biyotik (mikroorganizmalar ve bocekler gibi) hem de abiyotik (soguk, tuz, kuraklik gibi)
streslerde 6nemli rol oynadiklar1 belirlenmistir. Ayrica bu genlerin jasmonik asit (JA) ve
salisilik asit (SA) ile iligkili oldugu anlagilmistir (Liu vd., 2020). Baska bir ¢alismada ise
tuzlu veya alkali stresle birlikte tiretilen bazi transkripsiyon faktorlerinin NHL yolag ile
birlikte ayn1 zamanda ifade edildigi ve tuz/alkali kosullara karsi cevabi diizenledikleri
gosterilmistir (Zhang vd., 2022).
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Bu tez kapsaminda, aycicegi genomunda bulunan NHL genlerinin tanimlanmasi,
kromozomal dagilimlarinin belirlenmesi, gen organizasyonu, filogenetik iliskileri,
korunmus motif bolgeleri, gen ontolojisi analizleri ve ilgili proteinlerin tahmin edilen ii¢
boyutlu modellerinin incelenmesi amaglanmaktadir. Ayrica, bu genleri hedefleyen
miRNA gruplarinin belirlenmesi, cis-aktif elementlerin analizi, tandem ve segmental
duplikasyonlarin hesaplanmasi, genler arasindaki ayrisma oranlarinin belirlenmesi ve

diger tiirlerle olan ortolog iliskilerin tanimlanmasi planlanmustir.

Calismanin diger asamasinda ise agik erisimli veri tabanlarindan elde edilen verilere
dayal1 olarak tanimlanan aycicegi NHL gen ailesi iiyelerinin ifade seviyeleri, heat-map
olusturularak incelenmistir. Ayrica qRT-PCR ile elde edilen gen ifade diizeyleri,
tamamlayici analizlerle desteklenerek direng 6zelliklerine sahip potansiyel aday genlerin
belirlenmesi planlanmistir. EK olarak, fotosentetik parametrelerin PhotosynQ cihazi ile

elde edilmesi ve bu parametrelerin analizi de hedeflenmistir.

Bu c¢alisma, degerli bir tarim iiriini olan aygiceginde stresle iligkili NHL proteinlerinin
yapisi, organizasyonu ve evriminin aydinlatilmasi agisindan onemlidir. Ayrica bu
caligmada, omik yaklagimlar sayesinde, gen ifade analizleri araciligiyla bitki stres

mekanizmalarinin anlasilmasina katki saglanmasi beklenmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

Ortalama kiiresel sicaklik, Diinya atmosferinde artan CO, emisyonlari nedeniyle sanayi
devri oncesi seviyelerin 1,2 £ 0,1 °C {iizerine ¢itkmustir (Song vd., 2021). Sterk ve
Stoorvogel, UNCCD verilerine dayanarak her yil 12 milyon hektar arazinin ¢ollesme ve
kuraklik nedeniyle kaybedildigini, bunun 20 milyon ton tahil kaybina esdeger oldugunu
ileri siirmiiglerdir (Sterk ve Stoorvogel, 2020). Bu sorun en ¢ok Afrika, Asya ve Latin
Amerika'da belirgindir; ancak, ayn1 zamanda toprak bozulma riskinin daha yiiksek oldugu
Dogu Avrupa ve Akdeniz iilkeleri (Portekiz, Ispanya, Italya, Yunanistan, Arnavutluk,
Bosna-Hersek, Hirvatistan, Kibris, Fransa, Malta, Slovenya, Ispanya ve Tiirkiye) dahil
olmak tizere, Diinya’nin diger bolgelerini de etkilemektedir (Salvia vd., 2019).

H. annuus, yiiksek adaptasyon yetenegi sayesinde farkli ekolojik kosullarda
yetistirilebildigi i¢in yiiksek kalitede yemeklik yag icermesinden dolay1 en 6nemli tohum
bitkilerindendir. Potansiyel evapotranspirasyonun biiyiime mevsimi boyunca yagisi astigi
Tiirkiye'nin  Orta Anadolu bolgesinde, yaygin olarak sulama yapilmadan
yetistirilmektedir. Bolgede toprak neminin eksikligi ve yagisin diizensiz dagilimi, su

stresine ve verimin diismesine neden olmaktadir (Kaya ve Kolsarici, 2011).

Aycicegi kurakliga orta derecede dayanikli bir bitki olmasina ragmen (kurakliktan kagma
davranigindan dolay1), yetersiz toprak nemi ve terleme oranlarini diizenlemedeki
yetersizligi nedeniyle erken ¢iceklenmeden aken dolumuna kadar kurakliga ve 1s1 stresine
kars1 oldukc¢a hassastir (Garcia-Lopez vd., 2014). Toprak nemindeki diisiis yaprak
solmasina yol acar ve bu da diisiik yagis alan yar1 kurak alanlarda 6nemli verim kaybina
neden olmaktadir (Aboudrare vd., 2006). Birkag ¢alisma, kuraklik stresinin aygigegi aken
verimini, yag miktarin1 ve Kalitesini kiiresel olarak Onemli Ol¢iide azalttigim
gostermektedir (Hussain vd., 2018). Ancak kuraklik stresinin aygicegi verimliligi
tizerindeki etkileri tiim biiylime asamalarinda ayni degildir. Cimlenme, anter ve aken
olusumu gibi baz1 6zel siireclerde kuraklifa maruz kalma, ay¢iceginde %50' ye varan
verim diismesine neden olur (Kalarani vd.,2004; Hussain vd., 2008). Sezon basindaki
kuraklik stresi ¢imlenmeyi, govde uzamasini ve yaprak alanini baskilar. Anterdeki

kuraklik stresi ise polen kisirligina bagli olarak bos aken olusmasina neden olur (Hussain
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vd., 2018). ilk biiyiime asamalarinda daha fazla kullanilabilir su, iyi vejetatif biiyiimeyle
sonuglanir. Ancak gigceklenme ve tohum gelisimi asamalarinda olusabilecek diisiikk nem
ortami, yiiksek terleme nedeniyle bitkideki verimi énemli 6l¢iide azaltir (Aboudrare vd.,
2006).

Aygigegi, uzun ve derin kok sistemi sayesinde daha derin toprak katmanlarindan su
cekebilir (Hussain vd., 2018). H. annuus, siklikla nem kosullarinin zayif oldugu
yataklarda ve sirtlarda yetisir. Bu asamada yagis eksikligi, ek sulama imkaninin
bulunmadig kurak iklimlerde diizensiz ¢imlenme ve fide ¢ikisina neden olabilir (Angadi
ve Entz, 2002; Kaya vd., 2006; Mwale vd., 2003). Daha 6nceki ¢alismalar, ay¢igegindeki
kuraklik stresinin, bu bitki tohumunun ¢imlenmesini olumsuz yonde etkiledigini
gostermistir (Hussain vd., 2018). Kuraklik stresi ¢ok boyutlu bir siiregtir ve bitkileri tiim
organizasyonel diizeyde etkiler. Cimlenmeden sonra olusan kuraklik stresi; su
potansiyelinin, bagil su ig¢eriginin ve bitki hiicrelerindeki turgorun azalmasina yol agar,
bu da bitkilerin biiyiimesi iizerinde sistematik bir etkiye sahiptir. Kuraklik durumunda
sitozoldeki c¢oziinen maddelerin konsantrasyonu yiikselir. Bu degisiklikler hiicre
uzamasini azaltarak biiylimenin inhibisyonuna yol agar (Hussain vd., 2018). Biiyiime
inhibisyonunu daha az karbon asimilasyonu, dengesiz mineral alimi ve bitkilerin
solmasina neden olan absisik asit (ABA) birikimi izler (Aroca, 2013; Lisar vd., 2012).
Kuraklik stresinin mineral beslenmesi ve metabolizma iizerindeki olumsuz etkileri,

yaprak alaninin azalmasina neden olur.

Canavar ve Kaptan (2014) yaptiklar1 ¢alismada, kuraklik stresi altindaki ii¢ aygigegi
melezinin besin maddelerini (Fosfor, potasyum, magnezyum, kalsiyum, demir, ginko,
bakir, manganez ve sodyum) alimimi arastirmistir. Su stresinin bu besin maddelerinin
alimi iizerinde olumsuz etkisi yarattigini, ancak genotiplerin tepkilerinde farklilik

oldugunu gostermislerdir (Canavar ve Kaptan, 2014).

Kuraklik stresi ayciceginde de ROS iiretimini uyarir (Soleimanzadeh, 2012), bunlarin
arasinda en baskin olan1 siiperoksit radikalleridir. Su eksikligi hiicre hacminde biiziilmeye
yol agar, bu da hiicresel igerikleri daha viskoz hale getirir. Sonugta bu durum, proteinlerin

denatiirasyonuna ve agregasyonuna neden olur (Hoekstra vd., 2001). Olusan fenomen
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fotosentezde yer alan enzimlerin normal fonksiyon gosterememesine yol agar. Kurakliga
yanit olarak olusan kismi stoma kapanmasi, CO> girisini ve bu molekiiliin fotosentez igin
kullanilabilirligini  sinirlar. Bu  sinirlama, RuBisCO enziminin karboksilasyon
verimliliginin azalmasina neden olur, daha sonra da oksijenasyonu artirir. EK olarak,
gerceklesen mekanizmalar arasinda foto-solunum kayiplar1 vardir ve ROS {iretimi artar
(Noctor vd., 2002). Ayrica, fotosentezde CO fiksasyonunun diismesi, kloroplasttaki
elektron tasima zincirinin son elektron alicis1 olan NADP* molekiiliiniin rejenerasyonunu
azaltmaktadir. Dolayisiyla elektron tasima zincirinin asir1 azalmasi, ROS iiretimine neden
olmaktadir (Sgherri vd., 1996.; Smirnoff, 1993). Kuraklik stresinin biitiinsel anlamda
yonetilebilmesi i¢in; bitkilerin morfolojisi ve fizyolojisi tizerindeki etkilerini anlamak

gerekir.

Proteinler; yiiksek sicaklik, kuraklik ve tuzluluk gibi ¢evresel degisikliklere karsi yeni
fenotiplerin ortaya ¢ikmasini ve bitkilerin adaptasyonunu saglar (Korkmaz ve Durmaz,
2017). Yapilan ¢alismalar, 6zellikle kuraklik ve diisiik sicaklik gibi stresler altinda LEA
domaini i¢ceren NHL genlerinin, yiiksek diizeyde ifade edildigini gostermistir (Liu vd.,
2020).

Veritabanlarina dayanarak yapilan ilk calismalar, A. thaliana'daki NDR1 ve HIN1
genleriyle 6nemli benzerliklere sahip en az 29 NHL gen ailesi iiyesinin oldugunu 6ne
slirmiistiir. Daha sonra bu say1, Arabidopsis' in tim genom diziliminin analizi ile 44' e
cikarilmistir (Zheng vd., 2004). NHL gen ailesi tiyeleri, Triticum aestivum, Glycine max,
Solanum tuberosum, Mangifera indica ve Capsicum annuum dahil olmak tizere ¢esitli
bitki tiirlerinde ¢alisilmis ve raporlanmistir (Shahbaz vd., 2023). Biberde, genom ¢apinda
yapilan biyoinformatik analizler yoluyla 15 NHL geni tanimlanmistir. EK olarak ¢evresel

stres kosullarinda, NHL genlerinin potansiyel 6nemi ortaya konmustur (Liu vd., 2020).

Chen ve arkadaslari, NHL gen ailesinin bir iiyesi olan StPOTHR1 geninin asir
ekspresyonunun, hizli patojen ¢ogalmasini kisitlayarak Phytophthora infestans' a karsi
direnci arttirdigini géstermistir (Chen vd., 2018). Mutant Arabidopsis NDR1 geninin Vitis
vinifera L." daki (VWNHL1) asir1 ekspresyonu, hiicre nekrozunu arttirarak transgenik

bitkilerin Botrytis cinerea' ya karsi direncinin artmasiyla sonuglanmistir (Chong vd.,
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2008). A. thaliana' daki NHL10 geninin ifadesi, salatalik mozaik viriisii (CMV) ile
enfeksiyonundan sonra onemli oOl¢iide artmistir ve bu genin bitki direncinde rol
oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (Zheng vd., 2005). Ilaveten, A. thaliana' da AtNHL3 ve
AtNHL25 genlerinin ifadesi, patojen enfeksiyonuna yanit olarak yiiksek oranda
indiiklenmistir. Son olarak, AtNHL3 geninin ayrica bir savunma yanitt olugturmak igin
Pseudomonas syringae patojeninden tiiretilen sinyallere karsi hizla yanit verdigi
gosterilmistir (Varet vd., 2002). Bu yapilan ¢alismalar, farkli bitki tiirlerinde tanimlanan
NHL proteinlerinin ¢esitli biyotik streslere karsi cevap olusturmada gorev aldigini ve
bitki savunma yolaklarini indiiklemede aktif bir rol oynadigini giiclii bir sekilde

kanitlamaktadir.

Arabidopsis' te, NHL6 geninin asir1 ekspresyonu tuza, ozmotik ve ABA maruziyetine
duyarliligr arttirmistir. NHL6, bu streslerden kaynakli ABA sinyal yolagi altinda tohum
¢imlenmesini ve erken fide gelisimini etkilemistir (Bao vd., 2016). Ek olarak, ¢aligmalar
tuzlu veya alkali stres ile iligkili bazi transkripsiyon faktorlerinin, bu iki stres kosullarina
uyumu saglamak i¢in NHL genleriyle birlikte ayni1 yolakta gorev aldigini1 gostermistir
(Zhang vd., 2022). Soya fasulyesi NHL genlerinin, soguk stresi ve ABA maruziyeti
sirasinda, tohum ¢imlenmesini diizenledigi belirlenmistir (Wang vd., 2022). Bir
calismada, kuraklik stresinin ay¢igeginde ROS (6zellikle H2O2) ve yaprak malondialdehit
igerigini artirdig1 ve ayn1 zamanda katalaz aktivitesinde bir azalmaya neden oldugu ortaya

konmustur (Gunes vd., 2008).

Bitki yetistirme calismalarinda, tarla, sera ve biiyiitme kabininde kullanilmak {izere;
hastaliklarin ve diger streslerin etkisini degerlendirmede kullanilmak iizere 200' den fazla
MultispeQ beta prototip cihazi gelistirilmistir. Afrika' daki birkag {ilke de dahil olmak
tizere diinya ¢apinda en az 18 iilkeden 290.000' den fazla MultispeQ deneysel veri seti
toplanmistir. Cihazlar, sahada zorlu kosullar altinda yogun bir sekilde kullanilmasina
ragmen, nispeten diisiik ariza oranina (18 ayda yaklasik %10) sahiptir. Ilaveten bu
cthazlarin uzak bolgelerde bile son derece saglam ve dayanikli oldugu kanitlanmistir.
PhotosynQ platformu, topluluk odakli fenotipleme amaciyla arastirmacilar, yetistiriciler

ve bilim insanlarindan olugan biiyiik gruplar i¢in dizayn edilmistir. Kullanim1 kolay bir
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enstriman (MultispeQ) olarak gelistirilmis, ilk bitki arastirma (fenotipleme)
platformudur (Kuhlgert vd., 2016).

Bu ¢alismada, MultispeQ cihazi ile kuraklik stresine tepkilerini arastirmak ve fizyolojik
durumlarim1 gérmek i¢in, bitkilerin genis anlamda fenotipik ve g¢evresel parametreleri
Olciilmiistiir. Burada, PAR, bagil klorofil igcerigi (SPAD) ve belirli fotosentetik dlgtimler

dahil olmak iizere en yaygin olarak kullanilan parametreler analiz edilmistir.

NHL gen ailesi gesitli bitki tlirlerinde tanimlanmis ve biyotik, abiyotik streslere karsi
verilen yanitlardaki 6nemi ortaya konmustur. Aygicegi; gida tiretimi, kiiresel ticaretteki
onemi ve Tirkiye’ de ¢ok yaygin ekilen yag bitkisi olmasi nedeniyle gesitli alanlarda
yogun olarak kullanilmaktadir. Aygicegi bitkisinde stres ile iligkili bir¢ok calisma
bulunmaktadir ancak, NHL gen ailesiyle ilgili literatiirde herhangi bir arastirma
bulunmamaktadir. Ek olarak PhotosynQ cihaz ile 6lgiilen parametrelerle strese verilen

cevabin ayciceginde gosterilmesi agisindan bu tez ¢alismasi bir ilktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Helianthus Annuus Genomunda HaNHL Gen Ailesi Uyelerinin Tanimlanmasi

Ik olarak ayciceginde NHL gen ailesi iiyeleri tanimlanmustir. Uyeler, Phytozome v12.1
genom veritaban1 kullanilarak H. annuus bitkisinde NHL odakli bir arama ile elde
edilmistir. Gizli Markov modeli (HMM) ve Phytozome veritabaninda blastp aramasi
yapilarak, H. annuus genomundaki tiim olast NHL proteinleri taranmistir (Goodstein vd.,
2012).

Sekil 3.1 Phytozome genom veritabani arayiizii

Varsayllan HaNHL proteinleri kullanilarak yapilan blastp aramasi sonucunda,
varsayimsal proteinler tanimlanmistir. Tekrarlayan diziler, decrease redundancy (fazlaligi
azaltma) araci ile elenmis ve NHL domainlerine ait diziler, SMART veritabani ve Pfam
veritabanlarinda bulunan HMMER arac1 kullanilarak incelenmistir. Blastp sonuglari ile
HMM arama sonuclar1 birlestirilmistir. Birlestirilen sonuglar, Simple Modular
Architecture Research Tool (SMART) ve NCBI iizerindeki Conserved Domain Database
(CDD) kullanilarak korunmug domain analiziyle dogrulanmistir. Dogrulama amaci ile
NDR1, HIN1-benzeri (HIN1-like) ve LEA 2 yapisal domainlerine sahip diziler, ileri

analizlerde kullanilmistir. E-degeri 1x107'* dan kiiciik olan sonuglar analiz disi
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birakilmistir. NHL proteinlerinin fiziko-kimyasal 6zellikleri, ProtParam Tool (Zhang vd.,
2024) kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 3.2 Simple Modular Architecture Research Tool (SMART) ve NCBI Conserved
Domain Database (CDD) arama ekrani

3.2 Dizi Hizalamasi ve Filogenetik Agac

[k olarak ayciceginde, model organizmada ve piringteki NHL iiyelerinin protein dizileri,
filogenetik aga¢ olusturulma amaciyla hizalanmistir. Hizalama, MEGA 11.0 programi
kullanilarak Clustal-W araciligiyla yapilmigtir. Ardindan, MEGA programinda, 1000
bootstrap tekrarina sahip Maksimum Likelihod (ML) yontemi ile filogenetik agag
olusturulmustur (Nguyen vd., 2015).
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Sekil 3.3 Mega programi ¢alisma ekrani

Filogenetik analizde ii¢ tiire ait NHL proteinleri kullanilmigtir: Helianthus annuus
(aygicegi), Arabidopsis thaliana (Model organizma) ve Oryza sativa (¢eltik/piring). Son
olarak agag, internet bazli Interactive Tree of Life (iTOL) araci ile diizenlenmis ve

gorsellestirilmistir (Letunic ve Bork, 2011).
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Sekil 3.4 Interactive Tree of Life (iTOL) biyoinformatik araci giris ekrani
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3.3 Korunmus Motifler, Domainler ve Gen Yapisi

NHL gen ailesi iiyelerine ait korunmus motifleri belirlemek amaciyla, MEME siiriim
5.5.1 (10 motif sayisi ile) kullanilmistir. Domain yapilart NCBI-CDD Domain sitesinden
elde edilmistir (Marchler-Bauer vd., 2015). Ekzon ve intron analizi i¢in gerekli veriler

JGI Phytozome 12’den indirilmistir (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/). TBtools

stirim 1.098; korunmus motiflerin, protein domainlerinin, gen yapilarinin ve filogenetik
agac verilerinin ¢izilmesinde kullanilmigtir (Bailey vd., 2015; Chen vd., 2020). Ayrica,
motiflerin ne oldugunu ortaya koymak amaciyla MOTIF Search araci da uygulanmistir

(Kanehisa vd., 2002).
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Sekil 3.5 Meme Suite veritaban1 motif arama ekrani
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Sekil 3.6 TBTools biyoinformatik programi motif, domain, ekson-intron analiz ekrani

3.4 HaNHL Gen Ailesinin Hiicre Lokalizasyonu ve Promotor Analizi

HaNHL proteinlerinin hiicre ici yerlesimlerini belirlemek amaciyla, WoLF PSORT,
Protein subcellular localization prediction tool kullanilmistir (Horton vd., 2007). Ayrica,
PlantCARE veritabanindan yararlanilarak, HaNHL genlerinin 1500 baz ¢ifti gerisindeki
bolgelerden in silico (bilgisayar destekli) cis-acting elementleri arastirilmistir (Lescot vd.,
2002). 1lk bulgular filtrelendikten sonra, bir sonraki asamanin gorsellestirilmesi igin

TBtools siiriim 1.098 kullanilmigtir (Chen vd., 2020).
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3.5 NHL Proteinlerinin Modellenmesi

Phyre2 veri taban1 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index), protein
yapisini, islevini ve mutasyonlarini incelemek amaciyla kullanilan web tabanli bir aractir.
Tiim HaNHL proteinleri i¢in, amino asit dizileri kullanilarak bu site {izerinden tarama
gerceklestirilmistir. Bu islem, benzer dizi ve ii¢ boyutlu yapilarina dayali olarak en uygun
sablonlarin belirlenmesi ve ileri diizey simiflandirma yapilabilmesi amaciyla
gerceklestirilmistir (Berman vd., 2000). Phyre2 araciligiyla H. annuus’ ta bulunan NHL
proteinlerinin dordiinciil yapisi elde edilmis ve homoloji modellemesinin ‘intense
(yogun)’ modu ile proteinlerin 6ngoriilen ii¢ boyutlu yapilari analiz edilmistir (Kelley ve
Sternberg, 2009).
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Sekil 3.9 Phyre2 {i¢ boyutlu protein analiz uygulamasi arayiizii

3.6 HaNHL Genlerindeki miRNA Hedeflerinin in Silico Degerlendirilmesi

Bilinen tiim bitkilere ait miRNA dizilerini toplamak amaciyla, PmiREN v2.0 veritabani

kullanilmistir (https://www.pmiren.com/). Bir sonraki adimda, psRNA Target Server web
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sitesi araciligiyla NHL genlerine yonelik miRNA analizleri gergeklestirilmistir. Analiz

sonucunda elde edilen veriler, Cytoscape 3.9.1 yazilimi kullanilarak gorsellestirilmistir
(Shannon vd., 2003).
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Sekil 3.10 Pmiren veritabani araytizii

PRRRATINDES A bradt it HAA Luget Ayt Sawen (11 2 | yutan

Abatyets [aerten s Logacy madn)

-
e Uy - rve

# ot oy g Lepecosme

F1vs vyt @ bare g

Sekil 3.11 Zhaolab miRNA veritabani arayiizii
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Sekil 3.12 Cytoscape programi giris ekrani

3.7 Gen Dagilimi ve Duplikasyonlar

Tiim NHL genlerinin fiziksel haritalamasi, TBtools siirtim 1.098 kullanilarak yapilmistir
(Chen vd., 2020). Duplikasyon ile ¢ogalmis gen ¢iftlerini degerlendirmek amaciyla,
MCScanX araci varsayilan ayarlarla kullanilmistir (Wang vd., 2012). Ardindan, synteny
haritasi, tekrar TBtools siirim 1.098 kullanilarak olusturulmustur (Chen vd., 2020).
Tekrarlayan NHL genlerine ait esanlamli (synonymous) ve esanlamli olmayan (non-
synonymous) yer degisimlerini belirlemek i¢cin Simple Ka/Ks Calculator, TBtools

programi araciligtyla kullanilmistir (Chen vd., 2020).
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Set Input File List
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Set Output Merged File Path

|

Start

Sekil 3.13 TBtool programi1 MCScanX analiz ekrani

3.8 Hassas ve Dayanikh Aycicegi Cesitlerinde RNAseq Analizi Yoluyla Kurakhk
Stresine Yamit Veren HaNHL Ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

HaNHL genlerinin ekspresyon seviyeleri, Sequence Read Archive (SRA) veri tabanindan
elde edilen Illumina RNA-seq verileri kullanilarak, kuraklik stresine maruz kalma
stiresinde (0, 7, 14 giin) nicel olarak belirlenmistir. Wu ve arkadaslar1 tarafindan daha
once elde edilen asagidaki veri erisim numaralar1 kullanilmistir: SRR17624347 (0. giin -
toleransli), SRR17624344 (7. giin - toleransli), SRR17624338 (14. giin - toleransh),
SRR17624351 (0. giin - hassas), SRR17624361 (7. giin - hassas), SRR17624341 (7. giin
- hassas) (Wu vd., 2022a). Ekspresyon verileri Log> formatina doniistiiriilmiis, ardindan
sonuglarin  gorsellestirilmesi  i¢in  TBtools yazilimi kullanilarak bir heatmap

olusturulmustur (Chen vd., 2020).
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3.9 Bitki Materyali, Biiyiime Kosullar1 ve Stres Maruziyeti

Calismada kullanilan ‘Sun 2235’ ve ‘Turay’ aycicegi cesitleri Ege Tarimsal Arastirma
Enstitiisii, Canakkale, Tiirkiye’den temin edilmistir (Altunoglu vd., 2018). Gen
ekspresyon analizi i¢in, her iki ¢eside ait tohumlar %5 (v/v) hipoklorit igeren bir
soliisyonda 5 dakika siireyle yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra ¢imlendirilmis ve 0.2
L modifiye 1/10 Hoagland soliisyonu i¢eren saksilardaki toprak ortaminda yetistirilmistir.
Tim saksilar ayn1 oranda toprak igerecek sekilde diizenlenmistir ve toprak agirliklar iki
giinde bir 6l¢iilerek takip edilmistir. Hoagland soliisyonu, makro besin maddeleri (K2SOa,
KH2PO4, MgS04:7H20, Ca(NOs)2-4H20 ve KCIl) ve mikro besin maddeleri (HsBOs,
MnSQOs, CuSO4-5H.0, NHaMo, ZnSOs 7H20) igermekte olup, iyonlarin son
konsantrasyonlar1 su sekildedir: 2 mM Ca, 10 M Mn, 4 mM NOs, 2x1077 M Cu, 1 mM
Mg, 10* M NHs, 2 mM K, 10° M Zn, 0.2 mM P, 10* M Fe ve 10° M B (Barac vd.,
2004). Aygigegi fideleri, 250 pmol m™2 s™! foton yogunlugundaki 1sikta, 25 °C sicaklikta
ve %70 bagil nem altindaki kontrollii bir iklim odasinda yetistirilmistir. Kuraklik stresi,
bitkiler kendi agirliklarinin % 20’ sine indigi noktaya ulasincaya kadar uygulanmistir. Bu
da yedi giin siirmiistiir. Stres uygulamasinin yedinci giiniiniin ardindan, her iki aygigegi
¢esidinden kok, gévde ve yaprak dokulari toplanmis ve bu dokular gPCR analizine tabi

tutulmustur.
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Sekil 3.14 Yetistirme kabinindeki bitkiler

3.10 PhotosynQ ile Veri Toplama ve Verilerin Analizi

PhotosynQ, bitkilerdeki bir¢ok fotosentetik ve biyokimyasal 6l¢iimleri yapmay1 saglayan
bir cihazdir. Bu cihaz kullanilarak elde edilen parametreler analiz edilmistir. Projenin ad1
"UNFLOWERG61224" olarak belirlenmistir ve bu proje PhotosynQ platformuna 30643 ID
numarasiyla kayit edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, aygigegi fideleri yapraklarindan bir
adet MultispeQ V2.0 cihazi kullanilarak toplam 715 6l¢iim gerceklestirilmistir. Olgiim,
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kuraklik stresi boyunca her iki gesitten alinmistir. Cihazda sicaklik, bagil nem ve CO2
sensorleri bulunmaktadir. MultispeQ cihazindan elde edilen veriler PhiNPQ, NPQt, Phi2
(®II), Goreceli klorofil igerigi (SPAD), PhiNO, LEF fraksiyonlari, PAR, PSI aktif
merkezleri, gL, FVP/FmMP ve yaprak kalinligidir (Kuhlgert vd., 2016). Ayrica, bitkilerin

agirliklar Sl¢lilmiis ve su stresine dair semptomlar fenotipik olarak gézlemlenmistir.

Sekil 3.15 PhotosynQ 6lgiim cihazi

Elde edilen veriler GraphPad yazilimi ile istatistiksel olarak analiz edilmistir. Iki grup
arasinda anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in iki yonlii varyans analizi
(ANOVA) testi uygulanmigtir (Sun Kontrol - Sun Stres, Turay Kontrol - Turay Stres).

Tim degiskenlerdeki anlamlilik diizeyi P-degeri ile belirlenmistir.
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3.11 RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve Kantitatif Ger¢ek Zamanh PCR Analizi

Iki aygicegi cesidinin yaprak, gévde ve kok dokularina ait total RNA” lar, iiretici firmanin
protokoliine uygun olarak FavorPrep™ Total RNA Isolation Kit (Favorgen, Tayvan) ile
izole edilmistir. RNA’larin kalite ve miktar tayini NanoDrop Lite Spektrofotometre
(Thermo Fisher Scientific, USA) ile gerceklestirilmistir. MRNA izolasyonu, cDNA
sentezi ve gRT-PCR reaksiyonlarinda kullanilan kitlerin markalar1 ve kodlari ¢izelge 3.1

de verilmistir

Cizelge 3.1 Caligsmada kullanilan kitler, kodlar1 ve firmalar

KiT ADI KODU FIRMA
mMRNA Isolation Kit FAPRK 001-1 | Favorgen
cDNA Synthesis Kit 1708891 BioRAD
Power SYBR™ Green PCR Master | 1725271 BioRAD
Mix

cDNA sentezi, son miktar 500ng/ ul RNA olacak sekilde ayarlanarak cDNA sentez Kiti

(Biorad) ile gergeklestirilmistir. Bu kitin bilesimi sunlar1 icermektedir:

Cizelge 3.2 cDNA sentezi i¢in reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
iScript Reaksiyon Karigimi 2 ul
iScript Ters Transkriptaz Enzimi 0,5 ul
Niikleaz icermeyen su X
RNA kalib1 X

Reaksiyon kosullar su sekilde uygulanmistir:
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Cizelge 3.3 cDNA sentezi reaksiyon kosullari

Dongii °C Siire (dk)
Primer Baglanmasi 25 5

Ters Transkripsiyon 46 20

RT inaktivasyonu 95 1
Opsiyonel 4 sonsuz

Elde edilen cDNA nin kalite ve miktari1 da Nanodrop cihazi ile dl¢iilmiistiir.

gRT-PCR analizleri, Bio-Rad CFX96 cihazi ile gergeklestirilmistir. Hedef genlerin ve
normalizasyon i¢in kullanilan housekeeping geninin primer dizileri, IDT PrimerQuest
Tool ve NCBI Design PCR primers araglari kullanilarak dizayn edilmistir. Primerler, 20
adet HaNHL genin CDS dizilerine dayali olarak tasarlanmustir.

Tiim qPCR reaksiyonlari, olas1 kontaminasyonlar1 kontrol etmek amaciyla ii¢ bagimsiz
biyolojik ve teknik tekrar ile gerceklestirilmistir. PCR iiriin amplifikasyonlari, SYBR
Green boya igeren interkalator bazli bir yontemle gergeklestirilmistir. Reaksiyon

bilesenleri asagida Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.4 qRT-PCR reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Miktar
SYBR Green Mix (2x) 5ul
Ileri Primer (10 pM) 0,5 ul
Geri Primer (10 uM) 0,5l
cDNA 1l

Su 3ul

PCR reaksiyon dongiisii Cizelge 3.5 teki gibi uygulanmistir:
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Cizelge 3.5 gRT-PCR reaksiyon kosullari

Dongii °C Siire (sn)
On 95 30
denatiirasyon

Denatiirasyon 95 15
Baglanma 60 30

Tm Analizi 60 - 95

Melting-curve analizi, tek {rliin varligini ve primer-dimer olusumunun olmadigini
dogrulamak i¢in yapilmistir. Hedef gen transkriptleri, Aktin Geni kullanilarak normalize
edilmistir. Ileri analizler, 22T yonteminden (Livak ve Schmittgen, 2001) yararlanilarak
yapilmis, HaNHL genlerinin oransal bakimdan goreceli miktar1 degerlendirilmistir.
Veriler Log, formatina doniistiiriilerek grafiklerle gorsellestirilmistir. Genin ifade
diizeylerindeki degisimler, iki yonlii varyans analizi (two-way ANOVA) ile istatistiksel
olarak degerlendirilmis; %35 anlamlilik diizeyinde Fisher’in en kiigiik 6nemli fark (LSD)

testi uygulanmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

41 H. Annuus Genomunda NHL Genlerinin Tammmlanmasi ve Hiicre Ici
Lokalizasyonu

Bu tez kapsaminda, aygicegi genomunda 33 aday HaNHL geni (HaNHLO1'den
HaNHL33' e kadar) tespit edilmistir. Yinelenen diziler elendikten ve SMART araciligiyla
LEA-2 domaininin varligi dogrulandiktan sonra ileri analizlere ge¢ilmistir. Bu genlerin
kromozomal konumlari, izoelektrik noktalar1 (plI degerleri), protein uzunluklari,
molekiiler agirliklari, alifatik indeksleri, kararsizlik indeks degerleri, NCBI erisim

numaralar1 ve dngoriilen hiicre i¢i yerlesimleri Cizelge 4.1° de sunulmustur.

HaNHL proteinlerinin amino asit uzunluklar1 127 (HaNHLO02) ile 262 (HaNHL14) kalint1
arasinda degismektedir. Molekiiler agirliklar: ise 13.80 kilodalton (HaNHLO02) ile 28.79
kilodalton (HaNHL14) arasinda farklilik gostermektedir. HaNHL proteinlerinin
izoelektrik noktalar1 6.08 (HaNHL13) ile 10.42 (HaNHL17) arasinda degismekte olup,
cogu HaNHL proteini agirlikli olarak bazik 6zellik sergilemektedir. Hiicre i¢i yerlesim
analizleri, HaNHL proteinlerinin neredeyse tiim organellerde bulundugunu ortaya

koymustur.
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Cizelge 4.1 HaNHL genlerinin katalogu

ID

HaNHL-01

HaNHL-02

HaNHL-03

HaNHL-04

HaNHL-05

HaNHL-06

HaNHL-07

HaNHL-08

HaNHL-09

HaNHL-10

HaNHL-11

HaNHL-12

Genomik
Veritabam
Tanimlayicisi

HanXRQChr02g
0055291
HanXRQChr03g
0066581
HanXRQChr03g
0091001
HanXRQChr07g
0202391
HanXRQChr09g
0239841
HanXRQChr09g
0239851
HanXRQChr09g
0239921
HanXRQChr09g
0276481
HanXRQChr10g
0286711
HanXRQChr10g
0300241
HanXRQChr10g
0305321
HanXRQChr10g
0312971

Helianthus annuus NHL
genlerinin kromozomdaki

Kro

moz

om
2

3

10

10

10

10

fiziksel yeri
Baslang Bitis
¢ pozisyonu
pozisyo (bp)
nu (bp)
164,497 164,497,9
,343 55
40,016, 40,019,19
565 5
161,065 161,067,1
,692 47
87,966, 87,967,06
334 0
15,284,  15,285,07
334 4
15,297,  15,297,92
214 8
15,461, 15,463,84
437 1
206,982  206,983,0
257 10
48,400, 48,401,42
805 6
152,406 152,423,3
976 24
190,854  190,854,6
,011 50
224,223  224,224,3
,560 22

Protein
uzunlu
gu (aa)

203
127
209
241
239
237
212
250
173
247
212

253

pl

9.87
9.39
8.87
9.44
9.04
8.91
9.91
10.28
9.70
9.39
9.47

10.41

Molekiile
r Agirh@
(Da)

23496.65
13796.88
23914.63
27480.92
27643.72
27447.33
24040.82
2744211
18818.05
27198.31
23841.96

27804.47

Alifatik  GRAV

indeks

110.84

98.90

100.62

74.77

81.13

76.08

95.09

80.36

117.23

92.35

107.08

87.83

Y

0.007

0.138

-0.021

-0.272

-0.341

-0.448

-0.026

-0.175

0.140

-0.114

0.056

-0.138

Kararh
hk
Durum
u

kararh

kararli

kararh

kararsiz

kararsiz

kararsiz

kararsiz

kararh

kararh

kararsiz

kararsiz

kararsiz

NCBI
Accession No.

XP_022008202.
XP_0351843424.
XP_0221027086.
XP_0211973905.
XP_0211981036.
XP_0211981037.
XP_0211981041.
XP_0211984503.
KAF57%35332.1

XP_021988926.
1
XP_021989346.
1
XP_021990027.
1
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Cizelge 4.1 HaNHL genlerinin katalogu (devam)

ID

HaNHL-13

HaNHL-14

HaNHL-15

HaNHL-16

HaNHL-17

HaNHL-18

HaNHL-19

HaNHL-20

HaNHL-21

HaNHL-22

HaNHL-23

Genomik
Veritabani
Tanmmlayicisi

HanXRQChr10g
0313371
HanXRQChrllg
0337561
HanXRQChrllg
0345001
HanXRQChrllg
0345011
HanXRQChr12g
0360521
HanXRQChr12g
0365621
HanXRQChr12g
0382031
HanXRQChr13g
0394631
HanXRQChr13g
0398321
HanXRQChr13g
0403571
HanXRQChr13g
0420221

Helianthus annuus NHL
genlerinin kromozomdaki

Kro

moz

om
10
11
11
11
12
12
12
13
13
13

13

fiziksel yeri
Baslang Bitis
1¢ pozisyonu
pozisyo (bp)
nu (bp)
226,001  226,004,1
515 17
88,097, 88,099,25
738 6
137,336  137,337,3
, 715 60
137,541 137,542,5
872 61
19,109, 19,110,25
508 7
38,796, 38,796,90
116 4
148,262  148,264,8
,708 74
54,582, 54,583,21
546 8
79,154,  791,55,17
544 4
99,378, 99,378,87
265 4
174900 174,901,4
,628 64

Protein
uzunlu

gu (aa)

243
262
214
215
239
255
241
223
209
202

212

pl

6.08
8.94
9.64
9.17
10.42
9.94
9.96
9.32
9.87
9.81

9.27

Molekiile
r Agirhg
(Da)

26493.61
28793.15
23427.59
23746.74
26260.90
28109.99
26891.69
24579.06
23192.16
22849.55

23942.75

Alifatik
indeks

109.09

93.74

121.12

118.65

94.06

96.59

76.93

116.05

106.32

99.90

101.56

GRAV

0.195

-0.111

0.163

0.108

-0.021

-0.067

-0.170

0.247

0.157

-0.149

0.103

Kararh
hk
Durum
u

kararsiz

kararsiz

kararsiz

kararsiz

kararh

kararsiz

kararsiz

kararh

kararh

kararh

kararsiz

NCBI
Accession No.

XP_021990059.
XP_0211993599.
XP_0211994230.
XP_0211994232.
XP_0211997083.
xp_0211997497.
xp_0211999001.
XP_0221004845.
XP_0221000640.
XP_0221001086.
XP_0221002469.
1
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Cizelge 4.1 HaNHL genlerinin katalogu (devam)

ID

HaNHL-24

HaNHL-25

HaNHL-26

HaNHL-27

HaNHL-28

HaNHL-29

HaNHL-30

HaNHL-31

HaNHL-32

HaNHL-33

Genomik
Veritabani
Tanmmlayicisi

HanXRQChr13g
0420231
HanXRQChrl4g
0432161
HanXRQChrl4g
0459101
HanXRQChr15g
0469231
HanXRQChr15g
0473381
HanXRQChr15g
0494881
HanXRQChr16g
0514191
HanXRQChr16g
0516361
HanXRQChr16g
0523691
HanXRQChr16g
0532691

Helianthus annuus NHL
genlerinin kromozomdaki

Kro

moz

om
13
14
14
15
15
15
16
16
16

16

fiziksel yeri
Baslang Bitis
1¢ pozisyonu
pozisyo (bp)
nu (bp)
174,905 174,908,7
,962 89
43,851, 43,852,62
894 0
166,262 166,263,6
919 87
17,301, 17,302,46
739 2
34,058, 34,058,95
252 1
155,448 = 155,450,0
,904 45
97,038, 97,067,11
263 1
110,425 110,426,6
,95 65
150,674  150,677,5
,324 54
186,255 186,256,4
,689 87

Protein
uzunlu

gu (aa)

244
241
255
240
232
214
240
237
221

256

pl

9.72
10.35
9.80
10.00
9.92
9.98
9.30
9.73
9.88

9.87

Molekiile
r Agirhg
(Da)

27063.78
26554.59
28506.58
26804.77
26398.33
24310.29
25980.23
26880.94
24616.80

28511.18

Alifatik
indeks

78.24

80.83

100.39

108.83

83.66

94.63

103.67

83.12

98.19

86.72

GRAV

-0.130

-0.102

-0.109

0.004

-0.250

-0.024

0.228

-0.216

-0.154

-0.254

Kararh
hk
Durum
u

kararli

kararh

kararli

kararh

kararsiz

kararsiz

kararh

kararsiz

kararh

kararh

NCBI
Accession No.

XP_022002468.
XP_0221007432.
XP_0221006416.
XP_0221010895.
xp_0221010112.
xp_0221013405.
xp_0221015427.
XP_0221017678.
xp_0221017755.
XP_0221016088.



4.2 HaNHL Genlerinin Kapsamh Karakterizasyonu: Filogeni, Motifler, Alanlar,
Gen Yapisi, Promotor Analizi ve 3B Modelleme

A. thaliana, O. sativa ve H. annuus tiirlerinden elde edilen NHL proteinlerine ait
filogenetik aga¢ olusturularak, bu bitki tiirleri arasindaki NHL protein ailesi tiyeleri
bakimindan homologluk iliskileri aragtirilmistir. Olusturulan filogenetik agac, ii¢ ana
gruba ayrilmistir (Sekil 4.1). Bu gruplar arasinda, Grup III en genis olanidir ve sirastyla
O. sativa, A. thaliana ve H. annuus tiirlerinden 35, 23 ve 21 NHL proteinini
icermektedir. Grup I ve Grup II ise esit sayida liyeye sahiptir. Grup I, H. annuus
bitkisinden 6, O. sativa bitkisinden 6 ve A. thaliana bitkisinden 4 NHL proteinine
sahipken; Grup II, sirasiyla H. annuus, O. sativa ve A. thaliana tiirlerinden 6, 6 ve 3

NHL proteini igermektedir.

Sekil 4.1 Aygigegi (H. annuus), A. thaliana ve O. sativa tiirlerinde NDR1/HIN1 benzeri
(NHL) protein dizilerinin filogenetik aga¢ analizi (Grup 1=Koyu Sar1, Grup
2=Yesil, Grup 3= Mavi)
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H. annuus tiirlindeki HaNHL iiyeleri arasindaki yapisal farkliliklarin aragtirilmasi
amactyla motif, domain ve gen yapisi analizleri ger¢eklestirilmistir (Sekil 4.2). Sonug
olarak, uzunluklar1 11 ila 49 amino asit arasinda degisen 10 adet korunmus motif
tanimlanmistir (Sekil 4.2B). Ozellikle, Motif 2’ nin neredeyse tiim HaNHL proteinlerinde
bulundugu tespit edilmistir. Sekil 4.2B' den de goriilebilecegi iizere, genellikle ayni
evrimsel grupta yer alan HaNHL iiyeleri benzer motif bilesimlerine sahiptir. Ornegin,
HaNHLO03, HaNHL22, HaNHL23 ve HaNHL28 proteinleri, ayni sablonda konumlanmis
motif 1, motif 2, motif 3 ve motif 4' e sahiptir. Ilging bir sekilde, HaNHL13, HaNHL16
ve HaNHL32, Motif 5 ve Motif 9’u igermektedir. Bu proteinlerin Grup III igerisinde
birlikte kiimelenmis olmasi, sahip olduklari sinirli sayidaki korunmus motifler ile iligkili
olabilir. HaNHL gen ailesi iiyelerinin sahip oldugu motifler, Cizelge 4.2° de

gosterilmistir.

Yapilan analiz sonucunda, HaNHL gen ailesinin dort domain tasidig1 saptanmustir (Sekil
4.2C). Domain analizine yonelik daha ileri incelemeler, HaNHL {iyelerinin her birinde
LEA 2 alt ailesinin 6ne ¢iktigini ortaya koymustur. Yalnizca HaNHL25, bunlara ek

olarak Atrophin-1 siiper ailesi, EspF siiper ailesi ve CYYRI siiper ailesi domainlerine

sahiptir.
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Sekil 4.2 HaNHL iiyelerinin motif, domain ile ekzon ve intron yapilar
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HaNHL iiyelerinin gen yapisina iligkin analizler, bu genlerin ekzon sayisinin 1 ile 3
arasinda degistigini gostermektedir. EKzon-intron yapisi dikkate alindiginda, benzer gen
sablonuna sahip HaNHL genlerinin ¢ogunlukla filogenetik agacin ayni dallarinda (Sekil
4.1 ve 4.2D) yer aldig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.2 HaNHL proteinlerinin sahip oldugu motifler

Motif Numarasi Motif Sekansi

Motif 1 RNPNKKIGIYYDKVS

Motif 2 GLHLIIWLILRPKKPKFTVQDVTITQFN

Motif 3 VPLRJRLDGRVRFKVGSLKSPRY

Motif 4 IPPFYQGHKNTTVLSTTLAGTQVPVD

Motif 5 SLNLSLRLDITVKNPNKVGIKYENSTASIMYRGIPLGRV

Motif 6 QVSIDCAIAISPRKQALVYKQCGFDGLQ

Motif 7 RSCCCCLCLWI

Motif 8 MSDQSHLNGAYYGPSIPPPAKKSRSYHRPGGGGGSCNPFSWCFSCICGC
Motif 9 FIKPHVTPQFECDLKVDITSRGVGNQTCKEKTK

Motif 10 VYASYRNQQITLFT

Buna ek olarak, NHL proteinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonlar1 saptanmis ve bircok
HaNHL proteininin neredeyse tiim organellerde lokalize oldugu goriilmiistiir (Cizelge

4.1).
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Sekil 4.3 HaNHL genlerinin promotor bolgelerindeki 6ngoriilen cis-acting elementlerin
sematik gosterimi
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Bir genin promotdr bolgesi, bitkilerde stres etmenlerine karst genetik aglarin
diizenlenmesinde son derece 6nemli bir faktordiir (Thilakarathne vd., 2025). Bu nedenle,
HaNHL genlerine ait cis-acting elementler biyoinformatik yaklasimlar kullanilarak
incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore bu elementler; biiylime, abiyotik stres, baglanma
bolgeleri, hormon, promotor, biyotik stres, 151k, DNA metilasyonu, lignin biyosentezi,

hiicre dongiisii ve digerleri olmak iizere 11 kategori altinda gruplandirilmistir (Sekil 4.3).

Bu tez ¢alismasinda, bitkilerde biiyiime ve olgunlasma siire¢lerinde 6nemli rol oynayan
bes cis-acting element (GCN4 motifi, SP1, O2-site, sirkadiyen element ve CAT-box)
tespit edilmistir. Ayrica, hormonal yanitlarda da gorev alan birgok cis-acting element
tanimlanmustir. Ornegin, CGTCA ve TGACG motifleri metil jasmonat (MeJA) yanit ile,
AuxRR-core ve TGA-clement auxin yaniti ile, P-box ve GARE motifi ise gibberellin
yanit ile iligkilidir. Bu durum HaNHL genlerinin MeJA sinyal yolaklarinda potansiyel

bir rolleri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Buna ek olarak, etilen, salisilik asit ve absisik asit yanitlariyla iligkili oldugu saptanmis
ABRE ve TCA cis-elementleri de belirlenmistir. Ayrica, GATA-motifi, Box 4, I-box,
GT1-motifi, GA-motifi, AE-Box, G-Box, TCT-motifi, MRE, LAMP-element, AT1-
motifi, TCCC-motifi, chs-CMAla ve ATC-motifi gibi ¢ok sayida 1s18a duyarli cis-acting

elementler tespit edilmistir.
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Sekil 4.4 H. annuus' ta sec¢ilmis HaNHL proteinlerinin tahmini {i¢c boyutlu yapisal
modelleri

Promotor analizlerinin yani sira, toplam 33 HaNHL proteini i¢in homoloji modelleme ve
tic boyutlu yap1 tahminleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.4). NHL proteinlerinin yapisal
benzerlik orani, %46 ile %81 arasinda degisen giiven diizeyiyle tespit edilmistir. Ug
boyutlu protein yapilari arasinda en yaygin olarak gozlemlenenler ise a-heliks ve f-tabaka

konfigiirasyonlar1 olmustur.

4.3 H. annuus, O. sativa ve A. thaliana Genomlar1 Arasindaki NHL Genlerinin
Kromozomal Lokalizasyonu, Duplikasyonlari ve Synteny Iliskileri

H. annuus-A. thaliana ve H. annuus—O. sativa genomlari1 arasindaki NHL genlerinin
evrimsel iliskileri degerlendirilmistir. Yapilan ortolog analizi sonucunda, H. annuus ile
A. thaliana arasinda NHL gen ailesi iiyeleri agisindan 8 ¢ift gen duplikasyonu
tanimlanmistir. Bu iki tiir arasindaki duplikasyona ugramig NHL genlerinin, ay¢igegine
ait bes farkli kromozomdan (Kromozom 02, 09, 12, 13 ve 16) tiiredigi belirlenmistir
(Sekil 4.5). Bu tiirler arasinda yer alan bir genin (HaNHL17 — AT1G17620.1.TAIR10)
tahmini en uzak duplikasyon zamani yaklasik 16 milyon yil dncesine dayanmaktadir

(Cizelge 4.3).
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Che0l  ChrO2 w3 ChreDd Che0S  CheD6 Chid? Che8  Che0S Owlo Cwll Chrl2 Che013  Chrld  ChrlS Ohwol6 Ot

Chr01 Chr02 Chro3 Chro4 Chr05

Sekil 4.5 NDR1/HIN1 benzeri (NHL) genlerinin Helianthus annuus ve Arabidopsis
thaliana arasindaki duplikasyon analizi

Cizelge 4.3 HaNHL ve AtNHL genleri arasindaki duplikasyonlar

Gen 1 Gen 2 Ka Ks Ka/Ks MYA
HaNHL-01 | AT5G22870.1.TAIR10 0,613254 NaN NaN NaN
HaNHL-08 | AT1G17620.1.TAIR10 0,401147 1,238983 0,323771 9,530645
HaNHL-17 | AT1G17620.1.TAIR10 | 0,487992 2,089583 0,233535 16,07372
HaNHL-21 | AT2G35960.1.TAIR10 0,377308 1,298622 0,290545 9,989406
HaNHL-21 | AT3G11660.1.TAIR10 0,326536 1,634599 0,199765 12,57384
HaNHL-21 | AT3G52470.1.TAIR10 0,356230 1,494414 0,238374 11,4955
HaNHL-21 | AT5G06330.1.TAIR10 0,350562 1,8547790 0,189005 14,26753
HaNHL-33 | AT1G65690.1.TAIR10 0,391714 NaN NaN NaN

Ote yandan, H. annuus ile O. sativa arasinda yalmzca 2 ¢ift NHL gen duplikasyonu
belirlenmistir ve bu gen ciftleri ay¢i¢eginin yalnizca tek bir kromozomunda lokalize
oldugu bulunmustur. Bu iki tir arasinda yer alan bir genin (HaNHL21-
LOC_0s04933990.1.MSUv7.0) en uzak duplikasyon zamaninin da yaklagik 16 milyon
yil 6ncesine dayandigi tahmin edilmektedir (Sekil 4.6, Cizelge 4.4).

ool a2 s Chr Chos Chld Owd? CeOs Chiod Chlo hrld hri2 Chro1 Chrit Chrls i1 w17

ChrO1 Chr02 Chr03 Chrog Chr05 Chr06 Chro7 Chr08 Chr09 Chrl0 Chrll Chrl2

Sekil 4.6 NDR1/HIN1 benzeri (NHL) genlerinin Helianthus annuus ve Oryza sativa
arasindaki duplikasyon analizi
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NHL genleri bakimindan H. annuus-A. thaliana (n=5) arasinda daha yiiksek miktarda
ortolog iliski oldugu gosterilmistir. Bu duplikasyon olaylarindaki belirgin farkliligin
temel nedeninin, H. annuus ile A. thaliana arasindaki daha yakin taksonomik iliskiden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Cizelge 4.4 HaNHL ve OzNHL genleri arasindaki duplikasyonlar
Gen 1 Gen2 Ka Ks Ka/Ks MYA

HaNHL | LOC_0s02g33550.1.MSUv7. 0,562729 1,55520 | 0,361835 11,9631
-21 0 7

HaNHL | LOC_0s04g33990.1.MSUvV7. 0,628235 2,08610 | 0,301152 16,0469
-21 0 8

Ilaveten, bu sonuglar H. annuus ile O. sativa arasindaki NHL gen duplikasyonlarinin, H.
annuus ile A. thaliana arasindaki duplikasyonlarla ayni donemde gergeklestigini
gostermektedir. H. annuus ile O. sativa arasinda yalnizca iki duplikasyon olay1 tespit
edilmis olmasina karsin, H. annuus ile A. thaliana arasinda ¢ok sayida NHL geninin
duplikasyona ugradigi belirlenmistir. Bu duplikasyon olaylarindaki belirgin farkliligin

temel nedeni, H. annuus ile A. thaliana arasindaki daha yakin taksonomik iligkidir.

33 NHL geninin, H. annuus tiiriine ait 17 kromozomdan 11’ine dagilmis oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.7). Sadece Kromozom 6' da HaNHL genine rastlanmamustir.
NHL genlerinin sayisal olarak en yiiksek bulunma kromozom, (bes gen) 10 ve 13 iken,
en diisiik HaNHL gen sayis1 (her kromozomda bir gen olmak {izere) Kromozom 2 ve 7°de

tespit edilmistir.
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Sekil 4.7 HaNHL genlerinin kromozomlar tizerindeki dagilimi

Aygigegi NHL genlerinin olast evrimsel yollar,, gen duplikasyon olaylarinin
incelenmesiyle belirlenebilir (Sekil 4.8). Bu ¢alismada, aygicegi genomunda NHL genleri
acisindan bir ¢ift paralog tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgular, NHL iiyelerinin

ayciceginde diisiik seviyede gen ailesi genislemesi gosterdigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.8 Helianthus annuus genomu i¢indeki HaNHL genlerinin genom ¢apinda Sinteni
analizi
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4.4 HaNHL Genlerini Hedefleyen miRNA'larin Tanimlanmasi

Bu c¢alismada gergeklestirilen miRNA analizleri sonucunda, 6 adet HaNHL genini
hedefleyen toplam 8 farkli miRNA tespit edilmistir. Maksimum beklenti degerleri 3.0 ile
5.0 arasinda degismektedir. HaNHL10, HaNHL11, HaNHL15, HaNHL16, HaNHL17 ve
HaNHL24 genleri disinda tim NHL genleri, en az bir miRNA tarafindan
hedeflenmektedir. Hedeflenen genler arasinda HaNHL11, miRNA ile en sik
iliskilendirilen gen olarak one ¢ikmustir (Sekil 4.9).

HaNML 24 HanmIRNS7 44 Han-mIRNSG a6

HaNHL 17 HahHEL 41

Han-miR385a Han-mirRNS7 12 " ManmIRNS701

\ J
HanmIRNST 14
g ; HamnmIRNST07
HaNML 16 HaNML 10
HammIRNS662
HaNHL 15

Sekil 4.9 HaNHL genlerini hedefleyen miRNA’larin sematik gosterimi

4.5 HaNHL Genlerinin Dokuya Ozgii Ekspresyonlari

Bu tez kapsaminda, NCBI veritabanindan temin edilen halka a¢ik SRA datalar
kullanilarak HaNHL genlerinin  mRNA ekspresyon profillerinin analiz edilmesi
hedeflenmistir. HaNHL genlerinin ekspresyon analizi stamen (SRR4996809), pistil
(SRR4996814), brakte (SRR4996800) , yaprak (SRR4996821), kok (SRR4996828), ligiil
(SRR4996822), govde (SRR4996799), petal (SRR4996833) ve ovaryum (SRR4996831)
gibi ¢esitli bitki dokularinda Heat-map olusturularak degerlendirilmistir (Sekil 4.10)
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(Badouin vd., 2017). Heat-map grafigine gore, HaNHL-05, -06, -07, -08, -12, -18, -21, -
25, -26, -29 ve -33 genleri neredeyse tiim bitki dokularinda yiiksek ekspresyon
gostermistir. Buna karsin, HaNHL-02, -10, -20, -28 ve HaNHL-30 diger genlere kiyasla
daha diisiik ekspresyon seviyelerine sahiptir. Genel olarak, diger genlerde farkli bitki
dokular1 arasinda minimal ekspresyon degisimi gézlenmistir. Tiim genler agisindan pistil,
ligiil, govde, petal ve ovaryum dokularinda yiiksek ekspresyon paterni; bu gen ailesinin

hem iireme, hem de biiyiime ve gelisme siireglerinde rol oynadigini géstermektedir.
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Sekil 4.10 Helianthus annuus'ta HaNHL genlerinin dokuya 6zgii gen ifade kaliplari
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Kok
Ligal
Gavde
Petal
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4.6 SRA Verileri Kullamilarak Hassas Ve Direncli Bitkiler A¢isindan HaNHL
Yaprak Genlerinin Kuraklik Stresine Tepkisinin Incelenmesi

Wu ve ark. (2022) tarafindan saglanan halka agik SRA verileri kullanilarak HaNHL
genlerinin kapsamli bir RNA-seq analizi gergeklestirilmistir (Wu vd., 2022a). Sekil 4.11,
kuraklik stresine karsi duyarli ve dayanikli ayciceginde NHL gen ailesi iiyelerinin gen
ekspresyonundaki degisimlerini gostermektedir. Sonuglar, yapraklarda bazi genlerin
ekspresyonunun degistigini ortaya koymaktadir (Sekil 4.11). Kuraklik stresi altinda,
hassas ay¢igeginde HaNHL-02, -05, -09, -15, -18, -20 ve -29 genlerinin yapraklardaki
ekspresyon seviyeleri, sifirinci giine kiyasla anlamli sekilde degismistir. Heat-map
analizine gére, HaNHL-05, -09, -15, -18 ve -20 yiiksek ekspresyon gosteren genler olarak
belirlenirken, HaNHL-02 ve -29 ise baskilanmis (downregiile) genler olarak
gozlemlenmistir. Bu calismada, genlerin yarisindan fazlasinin hafif degisiklikler
sergilemesine karsin, yedi liye genin belirgin ekspresyon farkliliklar1 gosterdigi sonucuna

varilmstir.

Dayanikli gesitte ise, kuraklik stresi altinda HaNHL-04, -05, -07, -09, -11, -13, -16, -18,
-19, -20, -23, -27, -29, -32 ve -33 genlerinin yapraklardaki mRNA ifade seviyeleri sifirinci
giine gore anlamli degisiklikler gostermistir. HaNHL-05, -09, -13, -18, -19, -20, -27, -32
ve -33 yiiksek gen ifadesi gosteren genler olarak belirlenirken, HaNHL-04, -07, -11, -16,
-23 ve -29 disiik ekspresyonlu genler olarak bulunmustur. Diger NHL gen ailesi
tiyelerinin mRNA seviyeleri kuraklik stresi kosullarinda minimal degisiklikler gostermis
olup, bu durum daha ileri arastirmalar gerektirmektedir. Genel olarak, aygigeginde
yedinci giin sonundaki gen ekspresyonundaki degisimler, on dordiincii giine gore ters
yonliidiir, bu durum stres yanit1 olarak diren¢ kazanimiyla iliskilendirilmistir. {laveten,

s6z konusu bu degisiklikler 6zellikle dayanikli aygicegi ¢esidinde daha belirgindir.

Son olarak hassas ile toleransh aygicegi ¢esitleri kiyaslanacak olursa, gen ekspresyonu
acisindan toleransh bitkinin eski seviyesine gelme kabiliyeti daha fazladir. Ornek olarak
HaNHLO9 geninin ekspreson diizeyi hassasta artmis ve degismeden kalmisken;
toleranslida bir artis gostermis, ardindan tekrar diismiistiir. Her iki ¢esitte de en yiiksek

degisim gosteren gen HaNHLOS5” tir.
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Sekil 4.11 Kuraklik stresi altindaki hassas ve toleransh aycigegi yapraklarinda farkli
sekilde ifade edilen HaNHL genlerinin Heat-map analizi

4.7 Yerli Turay ve Sun Aycicegi Cesitlerinde Kurakhga Yanit Olarak NHL
Genlerinin Kok, Govde Ve Yaprakta RT-qPCR ile Ekspresyon Analizi

NHL gen ailesinin kuraklik stresine karsi direng gostermede potansiyel rollerini
degerlendirmek amaciyla, 20 adet HaNHL geninin ekspresyon profilleri RT-gPCR
teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar, SUN-2235 aycicegi cesidi
genlerinin su stresi kosullarinda farkli sekilde indiikklendigini gostermistir. Bu genler
(HaNHL-01, -02, -04, -05, -06, -10, -15, -18, -20, -23, -25, -26, -30, -31, -32) anlamli
diizeyde up-regiile olmustur (Sekil 4.12). En belirgin degisiklik kok dokusunda ve takiben
olarak yaprak dokusundadir. Ayrica, istisna olarak Sun/HaNHL29 geni, yaprak
dokusunda zit ekspresyon profili gostermistir (Sekil 4.12). Kok ve govdede anlamsiz bir
degisim varken, yaprakta down-regiilasyon gozlenmistir. Benzer sekilde, Sun/HaNHL16
geninde yaprak ve kokteki mRNA seviyesi artis gosterirken, gévdede mMRNA miktarinda
anlaml1 bir azalma olmustur. Sonug olarak, qRT-PCR analizleri, HaNHL gen ailesinin su

yetersizligine kars1 verilen yanitlarda rol alabilecegini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.12 Kurakliga dayanikli aycicegi cesidi Sun-2235' te kuraklik stresi altinda
HaNHL genlerinin qRT-PCR tabanli ifade analizi

Kuraklik stresine karst Sun-2235 ile beraber Turay ¢esidinin NHL genleri agisindan
ekspresyon profillerindeki degisimler de belirlenmistir. 7 gilinlik kuraklikta, Turay
cesidine ait NHL genleri, 6zellikle kok ve yaprak dokularinda biiyilik dl¢iide up-regiile
olmustur (Sekil 4.13). Buna karsilik, bazi Turay/HaNHL genlerinin ekspresyon
seviyelerinde hafif derecede azalmalar gézlenmis, bazi genlerin ise ekspresyon
diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmamigstir. Ornegin, Turay/HaNHL16 geninde
yaprak ve govde dokularinda anlamli bir degisim gézlenmemis, ancak kdk dokusunda
belirgin bir up-regiilasyon tespit edilmistir. Istisna olarak, Turay/HaNHL-02, -10, -15, -
29 genlerinde down-regulasyonlar goriilmistiir. Turay/HaNHL29 geninde govde
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ekspresyon seviyesi sabit kalirken, kdkte belirgin bir down-regiilasyon gozlenmistir.
Sonug¢ olarak, qRT-PCR analizleri, NHL gen ailesinin su yetersizligine kars1 verilen
biyolojik yanitlarda rol oynayabilecegini dogrulamaktadir. Genel olarak, bu bulgular
NHL gen ailesinin kuraklikla iliskili sinyal yollarinda yer aldigini ve su stresi kosullarina

kars1 farkli iglevler iistlendigini gostermektedir.
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Sekil 4.13 Kurakliga duyarli aygicegi ¢esidi Turay' da kuraklik stresi altinda HaNHL
genlerinin gRT-PCR tabanl ekspresyon analizi
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4.8 FotosynQ Olgiimleri ve Degerlendirmesi

Stoma kapanmasi, bitkilerin kurakliga karsi verdigi ilk tepkidir. Her ne kadar kapali
stomalar yapraklardan su buharlagsmasini azaltsa da, ayn1 zamanda CO-' nin yapraklara
difiizyonunu da engeller. Stomal iletkenlik ile fotosentez arasindaki yakin iliski
nedeniyle, fotosentezin tepkisi su stresinin siddetini dolayli olarak belirlemek igin
kullanilabilir. Bu baglamda, fotosentezin kurakliga verdigi tepki ve stresin ortadan
kalkmasinin ardindan iyilesme stireci, farkli bitki tirlerinin kurakliga karsi
dayamkliligina dair 6nemli bir gosterge olabilir. Ozellikle, habitat koridorunda bulunan
cesitli agac tiirlerinin kuraklik tepkisini taramak i¢in klorofil floresansi basit ve etkili bir

yontemdir.

Sekil 4.14 Sun ayg¢igegi ¢esidinde kontrol ile stres grubu arasindaki gozlemsel farklilik
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Sekil 4.15 Turay aycicegi ¢esidinde kontrol ile stres grubu arasindaki gozlemsel farklilik

Molekiiler ve biyokimyasal acidan bakilacak olursa, Sun ve Turay cesitlerinde kuraklikla
iligkili olan PhiNPQ, PhiNO ve NPQt degerlerinde artis gdzlenmistir. Elde edilen
bulgulara gore, direngli oldugu tahmin edilen ¢esidin (Sun) kurakliga daha etkili bir yanit
verdigi saptanmistir. Bu nedenle genel anlamda, Turay ¢esidinde gézlenen degisim, Sun
cesidine kiyasla daha biyiiktiir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Kuraklik boyunca PhiNPQ, NPQt ve PhiNO degerlerinin degisimi
(KS:Kuraklik Stresi, K:Kontrol)

Kuraklik stresi, bitkilerde klorofil diizeylerinin azalmasina neden olabilir. Bu durum
sonucunda, relatif klorofil icerigi (SPAD) genellikle belirgin sekilde diisme egilimi
gosterir. Ancak Sekil 4.17' de de goriildiigii tizere, SPAD degerlerinde anlamli bir artig
tespit edilmistir. Bu durumun olas1 ac¢iklamasi, su stresi altindaki bitkilerde yapraklarin
onemli 6l¢iide biiziilmesiyle birlikte, 6l¢lim sirasinda birim yilizey alanina diisen klorofil
miktarinin artmasidir. Ayrica, Turay ¢esidiyle kiyaslandiginda, SPAD miktarindaki artis
Sun ¢esidinde daha yiiksek diizeyde gerceklesmistir.
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Sekil 4.17 Kuraklik esnasinda SPAD degisimi (KS:Kuraklik Stresi, K:Kontrol)
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Fotosistem II’nin kuantum verimi (®II), fotosentetik aktivitenin yavaslamasi nedeniyle
stres altinda azalmasi beklenen bir parametredir. Sekil 4.18' de de goriildiigi tizere, OII
degerinde anlamli bir azalma gozlenmistir. Kuraklik, fotosistem II veriminden (®II)
tiiretilen dogrusal elektron akisi (LEF) {lizerinde de kayda deger bir etki yaratmuistir.
Ozellikle Turay cesidinde, LEF degerinde belirgin bir diisiis gdzlemlenmis, ancak Sun
cesidinde benzer bir degisiklik tespit edilmemistir. Bu durum, Turay’ a kiyasla Sun’ da
fotorespirasyonun daha giiglii olduguna isaret etmektedir. Fotosentetik olarak aktif
radyasyon (PAR), LEF ile iliskili bir parametredir. Kuraklik stresi sirasinda PAR
degerinin azalmasi beklenmekle birlikte, bu g¢alismada PAR’da anlamli bir diisiis

gozlenmemistir (Urban vd., 2023).
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Sekil 4.18 PAR, LEF, Phi2 degerlerinin kuraklik stresinde degisim grafigi (KS:Kuraklik
Stresi, K:Kontrol)

Fotosistem I’deki elektron akisini temsil eden PS1 aktif merkezinde, Sun g¢esidinde bir
artis gozlenirken, Turay cesidinde anlaml1 bir artis tespit edilmemistir (Sekil 4.19). Ote
yandan, her iki ay¢icegi ¢esidinde de Fotosistem II’nin maksimum kuantum verimliligini
gosteren Fv/Fm degerinde belirgin bir azalma meydana gelmistir. Fv/Fm, Fotosistem 11

ile iliskili Gnemli bir stres gostergesi oldugundan, tipki ®II (Phi2) parametresinde oldugu
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gibi azalma egilimi sergilemistir. Ayrica, elektron akisini yansitan qL degeri de

fotosentezin yavaslamasina bagli olarak 6ngoriildiigii iizere azalmistir.
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Sekil 4.19 PS1 Active Centers, FvP/FmP ve qL degerlerinin degisim grafigi (KS:Kuraklik
Stresi, K:Kontrol)

Agirlik kaybi, su stresinin en belirgin fiziksel gostergelerinden biridir. Her iki aygigegi
¢esidinde de (Sun ve Turay) bitki agirliginda anlamh diizeyde azalma gozlemlenmistir.
Ayrica, PhotosynQ cihazi ile oOlglimler sirasinda yaprak kalinligi nicel olarak
belirlenmistir. Baslangigta Sun ve Turay ¢esitlerinde yaprak kalinliginda hafif bir artig

tespit edilmis, ancak bunu takiben belirgin bir azalma meydana gelmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 Kuraklik esnasinda bitki agirligi ve yaprak kalinligr degisimi (KS:Kuraklik
Stresi, K:Kontrol)
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5. TARTISMA VE SONUC

Onceki calismalar, fen otu (Arabidopsis), tiitiin, soya fasulyesi, iiziim, domates ve diger
baz1 bitki tiirlerinde stres toleransi mekanizmasinin NHL genleri tarafindan
diizenlendigini ortaya koymustur (Gopalan vd., 1996). Bu ¢alismada, aygigceginde NHL
genlerinin genom ¢apinda tanimlamasi gergeklestirilmistir. HaNHL genlerinin
fonksiyonel analizleri, ayciceginin kuraklik stresine karst verdigi yanitta NHL gen

ailesinin énemli bir rol oynadigini ortaya koymustur.

Bu calismada, aycicegine ait 33 NHL geni tanimlanmistir (Cizelge 4.1). Ug bitki tiiriine
ait filogenetik agactan elde edilen verilere gore, biyoinformatik analizler NHL gen ailesi
tiyelerinin {i¢ gruba ayrilabilecegini gostermektedir. Bu bulgu, Shahbaz ve ark. (2023)
tarafindan yapilan onceki ¢alisma ile uyumludur (Sekil 4.1) (Shahbaz vd., 2023). Sekil
4.2" den elde edilen sonuglara gore, ayn filogenetik gruptaki genlerin motif yapilarinin
biiyiik olglide benzer oldugu goriilmektedir. Bu durum, ayni gruptaki iyelerin bitki
gelisimi ve stres yanitlarinda benzer iglevler iistlenebilecegini diistindiirmektedir (Sekil

4.2).

Biyoinformatik analizlere dayanan bulgulara gore, HaNHL gen ailesi iiyelerinde
korunmus bir LEA-2 domaini bulunmaktadir. Onceki arastirmalar, LEA protein ailesinin
strese cevap olusturmada rol oynadigini ortaya koymustur (Liu vd., 2020). Ornegin, LEA
iceren proteinleri kodlayan genlerin, tohum gelisiminin ge¢ evrelerinde ve kuraklik ile
soguk gibi cevresel stres kosullarinda, yiiksek diizeyde ifade edildigi gosterilmistir
(Goyal vd., 2005). Singh ve arkadaslari; kuraklik, soguk, ozmotik stres ve yiiksek sicaklik
gibi stres etmenlerinin A. thaliana’ da LEA14 geninin ekspresyonunu stimiile ettigini
raporlamiglardir (Singh vd., 2005). Bu ¢alismada, LEA ihtiva eden proteinleri kodlayan
baz1 HaNHL genlerinin, kuraklik gibi stres kosullari altinda aktive oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.12-4.13). Bu bulgu, Zhang ve ark. (2022) tarafindan raporlanan sonuglarla da
uyum igerisindedir (Zhang vd., 2022). Elde edilen veriler, aygi¢eginde su kitligina karsi
olusan stres mekanizmasinda, HaNHL gen ailesi {iiyelerinin de rol alabilecegini

gostermektedir.
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Cis-acting diizenleyici elementler, hormonal yanitlar ve gesitli stres tepkileri dahil olmak
izere birgok biyolojik siireci kontrol eden molekiiler anahtarlar olarak 6nemli roller
iistlenmektedir (Zhang vd., 2022). Diizenleyici elementlerin analizleri, HaNHL
genlerinin promotor bolgelerinde kuraklik stresi ile iligkili olanlar da dahil olmak {izere
cesitli streslere cevap olusturma ile ilgili elementlerin bulundugunu ortaya koymustur
(Sekil 4.3). Ilging bir sekilde, MeJA hormonuna duyarl: diizenleyici elementlerin de tespit
edilmesi, HaNHL genlerinin MeJA sinyal iletim yollarinda Onemli roller
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, anaerobik solunumla iliskili ARE
elementleri, CAAT-kutusu promotdr ve giiclendirici bolgeleri, TATA-kutusu
transkripsiyon baslangic bolgeleri, metabolizma diizenleme bdlgesi (O2-site) gibi
promotor dizilerinin yani sira kurakliga duyarli MYB baglanma boélgeleri, diisiik sicaklik
yanit elementleri (LTR) ve savunmayla iliskili stres yanit elementleri (TC-rich) gibi ¢ok
sayida diizenleyici motif tanimlanmistir. Bu bulgular, HaNHL gen ailesinin hormon
yanitlar1 ve abiyotik streslere karsi tepkilerde potansiyel olarak rol oynayabilecegini
gostermektedir (Liu vd., 2020). Bunlara ek olarak Arabidopsis’ te, tohum ¢imlenme ve
gelisim siiresi boyunca, AtNHL6 geninin, abiyotik streslerin tetikledigi ABA sinyal
yolaklarinda 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Bao vd., 2016). Tiim bu veriler, NHL
gen ailesinin iki farkl aycicegi ¢esidinde stres toleransi ve bitki hormonlarina yanit

siireclerinde gorev alabilecegini agik¢a gostermektedir.

HaNHL gen ailesine ait proteinlerin {i¢ boyutlu yapilari incelenmistir (Sekil 4.4). Yapilan
analizler sonucunda, HaNHL protein modellerinin ikincil yapilarinda B-tabakalarinin
baskin oldugu belirlenmistir. Onceki ¢aligmalara gore, LEA 2 grubuna ait proteinlerde
bliylik oranda pB-tabaka ve diisiik diizeyde a-sarmal yapilar tespit edilmistir. Bu yapinin,
hayvan hiicre yilizeylerinde bulunan fibronectin Tip III bolgelerine benzer sekilde, sivi
sizintisin1 Onleyerek bitki dokularinda stres veya yaralanmalarin etkilerini azaltmaya
yardimect olabilecegi one siiriilmektedir (Li ve Cao, 2016; Singh vd., 2005). Bu 6ngériilen
protein yapilarmin, gelecekte molekiiler biyoteknoloji alaninda gerceklestirilecek

aragtirmalara katki saglamasi beklenmektedir.

Ortak atadan evrimsel ayrigma yoluyla tiireyen ve genellikle tiirler arasinda benzer

islevlerini koruyan genler, ortolog genler olarak tanimlanir. Ortologlarin belirlenmesi,
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gen fonksiyonlarinin anlasilmasini derinlestirmek agisindan kritik bir adimdir (Koonin,
2005). Bu c¢aligmada, H. annuus, O. sativa ve A. thaliana genomlar1 arasinda NHL
genlerinin ortolog iligkileri arastirtlmistir. H. annuus ile A. thaliana arasinda 8, H. annuus
ile O. sativa arasinda ise 2 gen ¢ifti tespit edilmistir. Bu bulgular, NHL genlerinin O.
sativa ve A. thaliana’ da tandem ve segmental duplikasyon olaylar1 sonucunda
genisledigini gostermekte olup, Guo ve ark. (2023) tarafindan yapilan 6nceki caligmalarla
uyumludur (Guo vd., 2023). Ayrica, elde edilen sonuglar tim NHL gen
duplikasyonlarinin Ka/Ks oranlarinin 1’in altinda oldugunu ortaya koymustur. Bu durum
da s6z konusu genlerin arindirict (purifying) secilim baskisi altinda evrimlestigine isaret

etmektedir.

miRNA’ lar, hedef genlerin ekspresyon diizeylerini kontrol ederek; bitki biiyiimesi,
gelisimi ve stres yaniti iizerinde O6nemli etkiler gostermektedir (Wang vd., 2019).
Ayciceginde alti HaNHL geninin, daha Once bitkilerde abiyotik ve biyotik stres
tepkilerinde ©nemli rolleri oldugu bilinen sekiz farkli miRNA ailesi tarafindan
hedeflendigi belirlenmistir. Bu calismada, H>S metabolizmasi ve tasinmasinda gérev alan
APS rediiktaz genini hedefleyen miR395a’nin, HaNHL16 ve HaNHL24 genleri ile iligkili
oldugu tespit edilmistir (Arenas-Huertero vd., 2009; Fu vd., 2018). Ayrica, Brassica
rapa’ da isi stresine yanit verdigi bilinen miR5712’ nin, HaNHL10 ve HaNHL17 genlerini
hedefledigi gosterilmistir (Wang vd., 2017).

RNA-seq sonuglari, farkli dokularin HaNHL genlerinin ekspresyon diizeylerinde biiytik
farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. HaNHLO5, HaNHLO06, HaNHLO07, HaNHLO8,
HaNHL12, HaNHL18 ve HaNHL26 gibi bir¢ok gen neredeyse tiim dokularda yiiksek
diizeyde ifade profilleri sergilerken; HaNHL02, HaNHL10, HaNHL20, HaNHL28 ve
HaNHL30 genleri diisiik ekspresyon seviyelerine sahiptir. Gen ekspresyonundaki

degisimlerin genellikle doku kaynakli degil, genden gene fark ettigi gozlemlenmistir.

Bitkilerde belirli RNA diizeylerindeki degisiklikler, fizyolojiyi Onemli &lciide
etkileyebilmektedir. Giincel arastirmalar, RNA diizeylerindeki degisimlerin, bitkilerdeki
cesitli fizyolojik degisimlerin biyobelirtegleri olarak islev gorebilecegini ortaya

koymustur. Bu baglamda, Zhang ve ark. (2018) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada,
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celtikte su stresi ile RNA diizeylerindeki degisiklikler arasindaki iliski incelenmistir
(Zhang vd., 2018). Calismada, su stresinin gelisim, metabolizma ve stres tepkisi ile iligkili
cesitli RNA' larin ifade diizeylerinde anlamli degisikliklere neden oldugu bildirilmistir.
Ayrica, bu RNA diizeylerindeki degisikliklerin, yaprak su potansiyeli ve klorofil
konsantrasyonu gibi fizyolojik parametrelerdeki dalgalanmalarla iliskili oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde, Li ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada,
Arabidopsis bitkisinde kuraklik stresi ile RNA degisimleri arasindaki iliski
degerlendirilmistir (Li vd., 2019). Bu ¢alismada da kuraklik stresinin, biiyiime ve stres
metabolizmasi ile iligkili bircok RNA' nin ifade seviyesinde énemli degisikliklere yol
actig1 gosterilmistir. Ek olarak bu degisimlerin, stomatal iletkenlik ve yaprak su
potansiyeli gibi fizyolojik faktorlerle iliskili oldugu kanitlanmigtir. Genel olarak, kontrol
ile karsilagtirildiginda, stres sonrast mRNA seviyesi degisimi Sun aygicegi ¢esidinde,
Turay ¢esidine kiyasla daha fazladir. Ayrica, RT-qPCR ile dogrulanan RNA-seq
verilerinin analizi de bu hipotezi desteklemistir. Ornegin, kuraklik stresine yanit olarak
HaNHL02, HaNHL04, HaNHLO05 ve HaNHL16 gibi yiiksek diizeyde up-regiile olan
genlerin, promotor bolgelerinde stres ve hormon yanitina duyarl diizenleyici elementler
tasidigr belirlenmistir. Bu bulgular, HaNHL gen ailesinin abiyotik stres yanitindaki

potansiyel roliinii desteklemektedir.

Kurakligin yaprak seviyesinde fizyolojiye etkisi, klorofil floresansi ile gozlemlenmistir.
Bitkilerin azot durumu ile hastalik veya diger stres etkenlerinin gelisimini
degerlendirmede siklikla kullanilan goreceli klorofil igerigi (SPAD) 6l¢iimii (Kuhlgert
vd., 2016), bu ¢aligmada da incelenmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, bugdayda
kuraklik stresi sirasinda SPAD degerinin diisme egiliminde oldugu bildirilmis (Saghouri
el idrissi vd., 2023), ancak bu bulgu bizim sonuglarimizla drtiismemektedir. Bu farkin
nedeni, su stresi altinda yapraklarin belirgin bicimde biiziilmesi ve 6l¢lim sirasinda birim
yiizeye diisen klorofil konsantrasyonunun yiiksek olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Turay cesidinde dogrusal elektron akisi (LEF) hafif bir azalma
gosterirken, Sun ¢esidinde stres sirasinda degisim olmamis ve iyilesme gozlenmistir.
LEF, fotosistemler arasindaki elektron aktarim miktarin1 gosterir ve gergek fotosentez ile
birlikte fotorespirasyonla dogrudan iligkilidir (Urban vd., 2023). Azalmis Fv/Fm degeri,
yaprakta yapisal hasar oldugunu yansitir (Waldhoff vd., 2002). Bu nedenle Fv/Fm degeri,
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yaprak hasar1 ve canliliginin basit bir gostergesi olarak kullanilabilir. Ancak Fv/Fm
degeri, hafif derecede kurakliklara karsi ¢ok duyarli olmamakla birlikte, yalnizca
yapraklarin fotokimyasal fonksiyonlari ciddi sekilde bozuldugunda belirgin olarak diiser
(Urban vd., 2023). Kuraklik stresi ¢alismalarinda en uygun 6l¢iit, diizenlenen (PNPQ) ve
diizenlenmeyen (®NO) siireclerde enerji kaybi oranidir. Tiim tiirlerde kuraklik arttikca
ONPQ artarken, ®NO azalmistir. ®NPQ, fotokimyasal siire¢lerin baskilandigi
durumlarda kaybedilen kuantum verimini gosterir (Dreuw vd., 2005). Stres altindaki
bitkiler, asir1 uyarici enerjiden korunmak ig¢in 1sty1 (ONPQ) dagitan NPQ
mekanizmalarmi kullanir. Ote yandan, ®NO genellikle toksik reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna yol agar (Murchie ve Niyogi, 2011). Maksimal fotokimyasal verimlilik
(Fv/Fm), ger¢ek PSII fotokimyasal verimliligi (®PSII) ve PSII antenlerinin birbirine
bagli oldugunu varsayan fotokimyasal floresans soniimii katsayis1 (qL) gibi modiile
edilmis klorofil floresans Ozellikleri, fotosentetik biyokimya aktivitesi ile iligkilidir
(Wang vd., 2017). Calismamizda, 7 giinliik kuraklik uygulamasinin sonunda, iKi
uygulama grubu agisindan, Fv/Fm degeri géz niine alindiginda kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir disiis gozlenmistir. Ayrica, ®PSII ve qL degerlerinde de belirgin azalma
goriilmiis; bu durum fotokimyasal doniisiimiin ve dogrusal elektron akisinin kuraklik
stresinin siddetine ve siiresine duyarl oldugunu gostermistir. Ek olarak NPQ artis1 ve Fm
azalmasi, ksantofil dongiisti yoluyla enerji dagiliminda artis oldugunu gostermektedir.
Bu, bitkilerin fotosentez fonksiyonlarmi korumak icin gelistirdigi savunma
mekanizmasidir (Adams, 1994). Bitkiler kuru ortam kosullarinda daha kalin yapraklar
gelistirme egilimindedir. Soya fasulyesi ile yapilan bir ¢calismada yaprak kalinligiin su
eksikligiyle arttigi bildirilmistir (Aneja vd., 2024). Elde edilen bulgular, bu ¢alismanin
sonuglariyla uyumlu degildir. Analiz edilen veriler kapsaminda, aygigegi bitkisinde stres
kosullarina yanit olarak yaprak kalinliginin azalmasinin, canlilifini yitirmeye cok
yaklasmis bitkiler olarak, yapraktaki mezofil tabakasinin tilketmesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Son olarak, bitkilerin kuru agirhiginda belirgin bir azalma saptanmustir.
Onceki ¢alismalar, kuraklik stresinin, yapraklarin fotosentetik iiretimini énemli dlgiide

azalttigin1 ve bunun sonucunda koza ve tohum agirliklarinin diistiigiinii gostermistir (Du
vd., 2023).
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Ozetle, elde edilen bulgular, aygiceginde NHL genleri tarafindan diizenlenen stres
tolerans yollarmin anlasilmasini derinlestirerek NHL gen ailesi {izerine yapilacak
gelecekteki fizyolojik ¢alismalara temel olusturacaktir. Son olarak, bu arastirma stres
toleransina sahip bitkilerin gelistirilmesine ve daha yiiksek triin verimlerine katk1

saglayabilecektir.

62



KAYNAKLAR

Aboudrare, A., Debaeke, P., Bouaziz, A. ve Chekli, H. 2006. Effects of soil tillage and
fallow management on soil water storage and sunflower production in a semi-
arid Mediterranean climate. Agricultural Water Management, 83(3), 183-196.

Alexandratos, N. ve Bruinsma, J. 2012. World agriculture towards 2030/2050: the 2012
revision. ESA Working Papers 288998, Food and Agriculture Organization of
the United Nations, Agricultural Development Economics Division, 12-03.
Rome, Italy.

Altunoglu, Y. C., Unel, N. M., Baloglu, M. C., Ulu, F., Can, T. H. ve Cetinkaya, R. 2018.
Comparative identification and evolutionary relationship of fatty acid
desaturase (FAD) genes in some oil crops: the sunflower model for evaluation
of gene expression pattern under drought stress. Biotechnology and
Biotechnological Equipment, 32(4), 846-857.

Angja, P., Sanyal, R. ve Ranjan, A. 2024. Leaf growth in third dimension: a perspective
of leaf thickness from genetic regulation to ecophysiology. New Phytologist,
245, 989-999.

Angadi, S. V. ve Entz, M. H. 2002. Agronomic performance of different stature sunflower
cultivars under different levels of interplant competition. Canadian Journal of
Plant Science, 82(1). 43-52.

Anonymous.  2025a.  Web___ Sitesi https://www.fas.usda.gov/data/production/
commodity/2224000, Erisim Tarihi: 02.09.2025.

Anonymous. 2025b. Web Sitesi: https://ourworldindata.org/grapher/vegetable-oil-
production?tab=discrete-bar&time=latest, Erisim Tarihi: 23.08.2025.

Anonymous. 2025a. Web Sitesi:
https://www.fas.usda.gov/data/production/commodity/2224000, Erisim
Tarihi: 02.09.2025.

Anonymous. 2025b. Web Sitesi: https://ourworldindata.org/grapher/vegetable-oil-
production?tab=discrete-bar&time=latest, Erisim Tarihi: 23.08.2025.

Arenas-Huertero, C., Pérez, B., Rabanal, F., Blanco-Melo, D., De La Rosa, C., Estrada-
Navarrete, G., Sanchez, F., Covarrubias, A. A. ve Reyes, J. L. 2009. Conserved
and novel miRNAs in the legume Phaseolus vulgaris in response to stress.
Plant Molecular Biology, 70(4), 385-401.

Aroca, R. 2012. Plant responses to drought stress. From Morphological to Molecular
Features. Springer, 461, Berlin/Heidelberg.

Badouin, H., Gouzy, J., Grassa, C. J., Murat, F., Staton, S. E., Cottret, L., Lelandais-
Briere, C., Owens, G. L., Carrere, S., Mayjonade, B., Legrand, L., Gill, N.,
Kane, N. C., Bowers, J. E., Hubner, S., Bellec, A., Bérard, A., Bergés, H.,
Blanchet, N., ... Langlade, N. B. (2017). Badouin, H., Gouzy, J., Grassa, C.J.,
Murat, F., Staton, S.E., Cottret, L., Lelandais-Briére, C., Owens, G.L., Carrére,
S., Mayjonade, B., Legrand, L., Gill, N., Kane, N.C., Bowers, J.E., Hubner, S.,
Bellec, A., Bérard, A., Berges, H., Blanchet, N., Boniface, M.C., Brunel, D.,

63



Catrice, O., Chaidir, N., Claudel, C., Donnadieu, C., Faraut, T., Fievet, G.,
Helmstetter, N., King, M., Knapp, S.J., Lai, Z., Le Paslier, M.C., Lippi, Y.,
Lorenzon, L., Mandel, J.R., Marage, G., Marchand, G., Marquand, E., Bret-
Mestries, E., Morien, E., Nambeesan, S., Nguyen, T., Pegot-Espagnet, P.,
Pouilly, N., Raftis, F., Sallet, E., Schiex, T., Thomas, J., Vandecasteele, C.,
Vares, D., Vear, F., Vautrin, S., Crespi, M., Mangin, B., Burke, J.M., Salse, J.,
Munos, S., Vincourt, P., Rieseberg, L.H. ve Langlade N.B. 2017. The
sunflower genome provides insights into oil metabolism, flowering and Asterid
evolution. Nature, 546(7656), 148-152.

Bailey, T. L., Johnson, J., Grant, C. E. ve Noble, W. S. 2015. The MEME Suite. Nucleic
Acids Research, 43(W1), 39-49.

Baker, N. R., Harbinson, J. ve Kramer, D. M. 2007. Determining the limitations and
regulation of photosynthetic energy transduction in leaves. Plant, Cell and
Environment, 30(9), 1107-1125.

Bao, Y., Song, W. M., Pan, J., Jiang, C. M., Srivastava, R., Li, B., Zhu, L. Y., Su, H. Y.,
Gao, X. S., Liu, H., Yu, X,, Yang, L., Cheng, X. H. ve Zhang, H. X. 2016.
Overexpression of the NDR1/HIN1-Like gene NHL6 modifies seed
germination in response to abscisic acid and abiotic stresses in Arabidopsis.
Plos one, 11(2), e0148572.

Barac, T., Taghavi, S., Borremans, B., Provoost, A., Oeyen, L., Colpaert, J. V.,
Vangronsveld, J. ve Van Der Lelie, D. 2004. Engineered endophytic bacteria
improve phytoremediation of water-soluble, volatile, organic pollutants.
Nature Biotechnology, 22(5), 583-588.

Becker, L. C., Boyer, I. J., Bergfeld, W. F., Belsito, D. V., Hill, R. A., Klaassen, C. D.,
Liebler, D. C., Marks Jr, J. G., Shank, R. C., Slaga, T. J., Snyder, P. W., Gill,
L. J. ve Heldreth, B. 2023. Safety Assessment of Helianthus annuus
(Sunflower)-Derived Ingredients as Used in Cosmetics. International Journal
of Toxicology, 42(1), 93-116.

Berman, H. M., Westbrook, J., Feng, Z., Gilliland, G., Bhat, T. N., Weissig, H.,
Shindyalov, I. N. ve Bourne, P. E. 2000. The Protein Data Bank. Nucleic Acids
Research, 28(1), 235-242.

Bester, D., Esterhuyse, A. J., Truter, E. J. ve Van Rooyen, J. 2010. Cardiovascular effects
of edible oils: A comparison between four popular edible oils. Nutrition
Research Reviews, 23(2), 334-348.

Canavar, O. ve Kaptan, M. A. 2014. Changes in macro and micro plant nutrients of
sunflower (Helianthus annuus L.) under drought stress. Scientific Papers.
Series A. Agronomy, 67(2), 136-139.

Chen, C., Chen, H., Zhang, Y., Thomas, H. R., Frank, M. H., He, Y. ve Xia, R. 2020.
TBtools: An Integrative Toolkit Developed for Interactive Analyses of Big
Biological Data. Molecular Plant, 13(8), 1194-1202.

Chen, Q., Tian, Z., Jiang, R., Zheng, X., Xie, C. ve Liu, J. 2018. StPOTHRL1, a
NDR1/HIN1-like gene in Solanum tuberosum, enhances resistance against
Phytophthora infestans.  Biochemical and Biophysical Research
Communications, 496(4), 1155-1161.

64



Chong, J., Le Henanff, G., Bertsch, C. ve Walter, B. 2008. Identification, expression
analysis and characterization of defense and signaling genes in Vitis vinifera.
Plant Physiology and Biochemistry, 46(4), 469-481.

Correia, M. J., Fonseca, F., Azedo-Silva, J., Dias, C., David, M. M., Barrote, 1., Osério
M. L. ve Osorio, J. 2005. Effects of water deficit on the activity of nitrate
reductase and content of sugars, nitrate and free amino acids in the leaves and
roots of sunflower and white lupin plants growing under two nutrient supply
regimes. Physiologia Plantarum, 124(1), 61-70.

Cruz, J. A., Savage, L. J., Zegarac, R., Hall, C. C., Satoh-Cruz, M., Davis, G. A., Kovac,
W. K., Chen, J. ve Kramer, D. M. 2016. Dynamic Environmental
Photosynthetic Imaging Reveals Emergent Phenotypes. Cell Systems, 2(6),
365-377.

Culman, S. W., Snapp, S. S., Green, J. M. ve Gentry, L. E. 2013. Short- and long-term
labile soil carbon and nitrogen dynamics reflect management and predict corn
agronomic performance. Agronomy Journal, 105(2), 493-502.

Daszkiewicz, T. 2022. Food Production in the Context of Global Developmental
Challenges. Agriculture (Switzerland), 12(6), 832.

de Andrade, S. A. L., Domingues, A. P. ve Mazzafera, P. 2015. Photosynthesis is induced
in rice plants that associate with arbuscular mycorrhizal fungi and are grown
under arsenate and arsenite stress. Chemosphere, 134, 141-149.

Debaeke, P., Bedoussac, L., Bonnet, C., Mestries, E., Seassau, C., Gavaland, A.,
Raffaillac, D., Tribouillois, H., Vericel, G., Justes, E., Bret-Mestries, E.,
Seassau, C. ve Véricel, G. 2017. Sunflower crop: environmental-friendly and
agroecological. OCL Oilseeds and fats crops and lipids, 23(4), 12-22.

Demir Kaya, M. ve Kolsarici, O. 2011. Seed yield and oil content of some sunflower
(Helianthus annuus L.) hybrids irrigated at different growth stages. African
Journal of Biotechnology, 10(22), 4591-4595.

Demmig-Adams, B. ve Adams, W. W. 1996. The role of xanthophyll cycle carotenoids
in the protection of photosynthesis. Trends in Plant science, 1(1), 21-26.

Dreuw, A., Fleming, G. R. ve Head-Gordon, M. 2005. Role of electron-transfer
quenching of chlorophyll fluorescence by carotenoids in non-photochemical
quenching of green plants. Biochemical Society Transactions, 33(4), 858-62.

Du, X., Zhang, X., Wei, Z., Lei, W., Hu, G., Huang, Z. ve Kong, L. 2023. Photosynthetic
characteristics of subtending leaves and their relationships with soybean pod
development under heat, drought and combined stresses. Journal of Agronomy
and Crop Science, 209(1), 204-215.

Elemike, E. E., Uzoh, I. M., Onwudiwe, D. C. ve Babalola, O. O. 2019. The role of
nanotechnology in the fortification of plant nutrients and improvement of crop
production. Applied Sciences, 9(3), 499.

El-Hamidi, M. ve Zaher, F. A. 2018. Production of vegetable oils in the world and in
Egypt: an overview. Bulletin of the National Research Centre, 42(1), 1-9.

Elliott, J., Deryng, D., Miiller, C., Frieler, K., Konzmann, M., Gerten, D., Glotter, M.,
Florke, M., Wada, Y., Best, N., Eisner, S., Fekete, B. M., Folberth, C., Foster,

65



I., Gosling, S. N., Haddeland, I., Khabarov, N., Ludwig, F., Masaki, Y., Olin
,S., Rosenzweig, C., Ruane, A. C., Satoh, Y., Schmid, E., Stacke, T., Tang, Q.
ve D. Wisser, D. 2014. Constraints and potentials of future irrigation water
availability on agricultural production under climate change. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 111(9),
3239-3244.

El-Shabrawi, H., Kumar, B., Kaul, T., Reddy, M. K., Singla-Pareek, S. L. ve Sopory, S.
K. 2010. Redox homeostasis, antioxidant defense, and methylglyoxal
detoxification as markers for salt tolerance in Pokkali rice. Protoplasma,
245(1), 85-96.

Enebe, M. C. ve Babalola, O. O. 2018. The influence of plant growth-promoting
rhizobacteria in plant tolerance to abiotic stress: a survival strategy. Applied
Microbiology and Biotechnology 102(18), 7821-7835.

Fahlgren, N., Gehan, M. A. ve Baxter, I. 2015. Lights, camera, action: High-throughput
plant phenotyping is ready for a close-up. Current Opinion in Plant Biology,
24, 93-99.

Flexas, J., Bota, J., Loreto, F., Cornic, G. ve Sharkey, T. D. 2004. Diffusive and metabolic
limitations to photosynthesis under drought and salinity in C3 plants. Plant
Biology, 6(3), 269-279.

Fu, Y., Tang, J., Yao, G. F., Huang, Z. Q., Li, Y. H., Han, Z., Chen, X. Y., Hu, L. Y., Hu,
K. D. ve Zhang, H. 2018. Central role of adenosine 5’-phosphosulfate reductase
in the control of plant hydrogen sulfide metabolism. Frontiers in Plant Science,
24(9), 1404.

Galmés, J., Aranjuelo, I., Medrano, H. ve Flexas, J. 2013. Variation in Rubisco content
and activity under variable climatic factors. Photosynthesis Research, 117, 73—
90.

Garcia-Lopez, J., Lorite, 1. J., Garcia-Ruiz, R. ve Dominguez, J. 2014. Evaluation of three
simulation approaches for assessing yield of rainfed sunflower in a
Mediterranean environment for climate change impact modelling. Climatic
Change, 124, 147-162.

Gardy, J. L., Laird, M. R., Chen, F., Rey, S., Walsh, C. J., Ester, M. ve Brinkman, F. S.
L. 2005. PSORTb v.2.0: Expanded prediction of bacterial protein subcellular
localization and insights gained from comparative proteome analysis.
Bioinformatics, 21(5), 617-623.

Genty, B., Briantais, J. M. ve Baker, N. R. 1989. The relationship between the quantum
yield of photosynthetic electron transport and quenching of chlorophyll
fluorescence. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-General Subjects, 990(1),
87-92.

Ghobadi, M., Taherabadi, S., Ghobadi, M. E., Mohammadi, G. R. ve Jalali-Honarmand,
S. 2013. Antioxidant capacity, photosynthetic characteristics and water
relations of sunflower (Helianthus annuus L.) cultivars in response to drought
stress. Industrial Crops and Products, 50, 29-38.

66



Goodstein, D. M., Shu, S., Howson, R., Neupane, R., Hayes, R. D., Fazo, J., Mitros, T.,
Dirks, W., Hellsten, U., Putnam, N. ve Rokhsar, D. S. 2012. Phytozome: A
comparative platform for green plant genomics. Nucleic Acids Research, 40,
1178-1186.

Gopalan, S., Wei, W. ve He, S. Y. 1996. hrp gene-dependent induction of hinl: A plant
gene activated rapidly by both harpins and the avrPto gene-mediated signal.
Plant Journal, 10(4), 591-600.

Goyal, K., Walton, L. J. ve Tunnacliffe, A. (2005). LEA proteins prevent protein
aggregation due to water stress. Biochemical Journal, 388(1), 151-157.

Gunes, A., Pilbeam, D. J., Inal, A. ve Coban, S. 2008. Influence of silicon on sunflower
cultivars under drought stress, I: Growth, antioxidant mechanisms, and lipid
peroxidation. Communications in Soil Science and Plant Analysis, 39(13-14),
1885-1903.

Guo, S., Ge, Y. ve Na Jom, K. 2017. A review of phytochemistry, metabolite changes,
and medicinal uses of the common sunflower seed and sprouts (Helianthus
annuus L.). Chemistry Central Journal, 11(1), 95.

Guo, X., Wei, F., Jian, H., Lian, B., Dang, X., Yang, M., Fu, X., Ma, L., Lu, J., Wang,
H., Wei, H. ve Yu, S. 2023. Systematic analysis of the NDR1/HIN1-like (NHL)
family in Gossypium hirsutum reveals a role of GhNHLG69 in responding to cold
stress. Industrial Crops and Products, 206, 117659.

Hoekstra, F. A., Golovina, E. A. ve Buitink, J. 2001. Mechanisms of plant desiccation
tolerance. Trends in Plant Science, 6(9), 431-438.

Horton, P., Park, K. J., Obayashi, T., Fujita, N., Harada, H., Adams-Collier, C. J. ve
Nakai, K. 2007. WoLF PSORT: Protein localization predictor. Nucleic Acids
Research, 35, 585-587.

Huang, Q., Lei, Z., Xiang, L., Zhang, W., Zhang, L. ve Gao, Y. 2022. Transcriptomic
Analysis of Sunflower (Helianthus annuus) Roots Resistance to Orobanche
cumana at the Seedling Stage. Horticulturae, 8(8), 701.

Hussain, M. M., Rauf, S., Riaz, M. A., Al-Khayri, J. M. ve Monneveux, P. 2017.
Determination of drought tolerance related traits in Helianthus argophyllus,
Helianthus annuus, and their hybrids. Breeding Science, 67(3), 257-267.

Hussain, M., Farooq, S., Hasan, W., Ul-Allah, S., Tanveer, M., Farooqg, M. ve Nawaz, A.
2018. Drought stress in sunflower: Physiological effects and its management
through breeding and agronomic alternatives. Agricultural Water
Management, 201, 152-166.

Hussain, M., Malik, M. A., Faroog, M., Ashraf, M. Y. ve Cheema, M. A. 2008. Improving
drought tolerance by exogenous application of glycinebetaine and salicylic acid
in sunflower. Journal of Agronomy and Crop Science, 194(3), 193-199.

Hussain, R. A., Ahmad, R., Nawaz, F., Ashraf, M. Y. ve Waraich, E. A. 2016. Foliar NK
application mitigates drought effects in sunflower (Helianthus annuus L.). Acta
Physiologiae Plantarum, 38(4), 83.

Igbal, N., Ashraf, M. ve Ashraf, M. Y. 2009. Influence of exogenous glycine betaine on
gas exchange and biomass production in sunflower (Helianthus annuus L.)

67



under water limited conditions. Journal of Agronomy and Crop Science,
195(6), 420-426.

Kalarani, K., Senthil, A. ve Thangaraj, M. 2004. Effect of water stress on morpho-
hysiological traits of sunflower (Hellanthus annus L.) genotypes. Madras
Agricultural Journal, 91, 1.

Kanehisa, M., Goto, S., Kawashima, S. ve Nakaya, A. 2002. The KEGG databases at
GenomeNet. Nucleic Acids Research, 30(1), 42-46.

Kaya, M. D., Okcu, G., Atak, M., Cikili, Y. Ve Kolsarici, O. 2006. Seed treatments to
overcome salt and drought stress during germination in sunflower (Helianthus
annuus L.). European Journal of Agronomy, 24(4), 291-295.

Kelley, L. A. ve Sternberg, M. J. E. 2009. Protein structure prediction on the web: A case
study using the phyre server. Nature Protocols, 4(3), 363-373.

Khalil, S. R. M., Hussein, B. A., Hussein, E. H. A. ve Tawfik, M. S. 2015. Silver nitrate
Is essential for successful regeneration of Egyptian sunflower (Helianthus
annus L.) cv. Giza 102. International Journal of Advanced Research, 3(9), 506-
512.

Killingbeck, K. T. 1996. Nutrients in Senesced Leaves: Keys to the Search for Potential
Resorption and Resorption Proficiency. Ecology, 77(6), 1716-1727.

Kim, T. H., Bohmer, M., Hu, H., Nishimura, N. Ve Schroeder, J. I. 2010. Guard cell
signal transduction network: Advances in understanding abscisic acid, CO.,
and Ca?* signaling. Annual Review of Plant Biology, 61, 561-591.

Koonin, E. V. 2005. Orthologs, paralogs, and evolutionary genomics. Annual Review of
Genetics, 39, 309-38.

Korkmaz, H. Ve Durmaz, A. 2017. Bitkilerin Abiyotik Stres Faktorlerine Verdigi
Cevaplar. Giimiishane Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 7(2), 192-
207.

Kramer, D. M., Johnson, G., Kiirats, O. ve Edwards, G. E. 2004. New fluorescence
parameters 68ort he determination of Q A redox state and excitation energy
fluxes. Photosynthesis Research, 79(2), 209-218.

Kuhlgert, S., Austic, G., Zegarac, R., Osei-Bonsu, 1., Hoh, D., Chilvers, M. 1., Roth, M.
G., Bi, K., TerAvest, D., Weebadde, P. ve Kramer, D. M. 2016. MultispeQ
Beta: A tool for large-scale plant phenotyping connected to the open
photosynQ network. Royal Society Open Science, 3(10), 160592.

Lee, S. B., Ham, B. K., Park, J. M., Kim, Y. J. Ve Paek, K. H. 2006. BnANHL18A shows
a localization change by stress-inducing chemical treatments. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 339(1), 399-406.

Lescot, M., Déhais, P., Thijs, G., Marchal, K., Moreau, Y., Van De Peer, Y., Rouzé¢, P.
ve Rombauts, S. 2002. PlantCARE, a database of plant cis-acting regulatory
elements and a portal to tools for in silico analysis of promoter sequences.
Nucleic Acids Research, 30(1), 325-32.

Letunic, I. Ve Bork, P. 2011. Interactive Tree of Life v2: Online annotation and display
of phylogenetic trees made easy. Nucleic Acids Research, 39, 475-478.

68



Li, H.,, Mo, Y. L., Cui, Q., Yang, X. Z,, Guo, Y. L., Wei, C. H., Yang, J., Zhang, Y., Ma,
J. X. Ve Zhang, X. 2019. Transcriptomic and physiological analyses reveal
drought adaptation strategies in drought-tolerant and -susceptible watermelon
genotypes. Plant Science, 278, 32-43.

Li, X. Ve Cao, J. 2016. Late Embryogenesis Abundant (LEA) Gene Family in Maize:
Identification, Evolution, and Expression Profiles. Plant Molecular Biology
Reporter, 34(1), 15-28.

Lisar, S. Y., Motafakkerazad, R., Hossain, M. M. Ve Rahman, I. M. 2012. Causes, effects
and responses. Water stress, 25(1), 33.

Liu, C., Peang, H., Li, X,, Liu, C., Lv, X., Wei, X,, Zou, A., Zhang, J., Fan, G., Ma, G.,
Ma, L. ve Sun, X. 2020. Genome-wide analysis of NDR1/HIN1-like genes in
pepper (Capsicum annuum L.) and functional characterization of CaNHL4
under biotic and abiotic stresses. Horticulture Research, 7(1), 93.

Livak, K. J. Ve Schmittgen, T. D. 2001. Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 22T method. Methods, 25(4), 402-408.

Luisa, C., Sgherri, M., Pinzino, C. ve Navari-lzzo, F. 1993. Chemical changes and O>
production in thylakoid membranes under water stress. Physiologia Plantarum,
87(2), 211-216.

Mahalingam, R. 2015. Combined Stresses in Plants: Physiological, Molecular, and
Biochemical Aspects. Springer International Publishing, 264, Oklahoma City.

Maldonado, A., Youssef, R., McDonald, M., Brewer, E., Beard, H. Ve Matthews, B.
2014. Overexpression of four Arabidopsis thaliana NHL genes in soybean
(Glycine max) roots and their effect on resistance to the soybean cyst nematode
(Heterodera glycines). Physiological and Molecular Plant Pathology, 86, 1-10.

Marchler-Bauer, A., Derbyshire, M. K., Gonzales, N. R., Lu, S., Chitsaz, F., Geer, L. Y.,
Geer, R. C., He, J., Gwadz, M., Hurwitz, D. I., Lanczycki, C. J., Lu, F.,
Marchler, G. H., Song, J. S., Thanki, N., Wang, Z., Yamashita, R. A., Zhang,
D., Zheng, C. ve Bryant, S. H. 2015. CDD: NCBI’s conserved domain
database. Nucleic Acids Research, 43, 222-226.

Markwell, J., Osterman, J.C. ve Mitchell, J.L. 1995. Calibration of the Minolta SPAD-
502 leaf chlorophyll meter. Photosynthesis Research 46, 467—-472.

Murchie, E. H. ve Niyogi, K. K. 2011. Manipulation of photoprotection to improve plant
photosynthesis. Plant Physiology, 155(1), 86-92.

Mwale, S. S., Hamusimbi, C. ve Mwansa, K. 2003. Germination, emergence and growth
of sunflower (Helianthus annuus L.) in response to osmotic seed priming. Seed
Science and Technology, 31(1), 199-206.

Nguyen, L. T., Schmidt, H. A., Von Haeseler, A. ve Minh, B. Q. 2015. IQ-TREE: A fast
and effective stochastic algorithm for estimating maximum-likelihood
phylogenies. Molecular Biology and Evolution, 32(1), 268-274.

Noctor, G., Veljovic-Jovanovic, S., Driscoll, S., Novitskaya, L. ve Foyer, C. H. 2002.
Drought and oxidative load in the leaves of C3 plants: a predominant role for
photorespiration?. Annals of botany, 89(7), 841-850.

69



Ors, S. ve Ekinci, M. 2015. Kuraklik stresi ve bitki fizyolojisi. Derim, 32(2), 237-250.

Pandey, G. 2018. Challenges and future prospects of agri-nanotechnology for sustainable
agriculture in India. Environmental Technology & Innovation, 11, 299-307.

Pankovic’, D., Saka¢, Z., Kevresan, S. ve Plesnic¢ar, M. 1999. Acclimation to long-term
water deficit in the leaves of two sunflower hybrids: photosynthesis, electron
transport and carbon metabolism. Journal of experimental botany, 50(330),
128-138.

Peng H., Pan Q., Wei Z., Pu Y., Zhang Y., Wu G., Qing L., Sun X. 2017. Cloning,
expression and anti-virus function analysis of tomato resistance-related gene
SIHinl. Scientia Agricultura Sinica, 50, 1242-1251.

Prasad, P. V. V., Pisipati, S. R., Mom¢ilovi¢, I. ve Ristic, Z. 2011. Independent and
Combined Effects of High Temperature and Drought Stress During Grain
Filling on Plant Yield and Chloroplast EF-Tu Expression in Spring Wheat.
Journal of Agronomy and Crop Science, 197(6), 430-441.

Puttha, R., Venkatachalam, K., Hanpakdeesakul, S., Wongsa, J., Parametthanuwat, T.,
Srean, P., Pakeechai, K. ve Charoenphun, N. 2023. Exploring the Potential of
Sunflowers: Agronomy, Applications, and Opportunities within Bio-Circular-
Green Economy. Horticulturae, 9(10), 1079.

Romanello, M., McGushin, A., Di Napoli, C., Drummond, P., Hughes, N., Jamart, L.,
Kennard, H., Lampard, P., Rodriguez, B. S., Arnell, N., Ayeb-Karlsson, S.,
Belesova, K., Cai, W., Campbell-Lendrum, D., Capstick, S., Chambers, J.,
Chu, L., Ciampi, L., Dalin, C., Dasandi, N., Dasgupta, S., Davies, M.,
Dominguez-Salas, P., Dubrow, R., Ebi, K. L., Eckelman, M., Ekins, .P,
Escobar, L. E., Georgeson, L., Grace, D., Graham, H., Gunther, S. H.,
Hartinger, S., He, K., Heaviside, C., Hess, J., Hsu, S.C., Jankin, S., Jimenez,
M. P., Kelman, 1., Kiesewetter, G., Kinney, P.L., Kjellstrom, T., Kniveton, D.,
Lee, J. K. W, Lemke, B., Liu, Y., Liu, Z., Lott, M., Lowe, R., Martinez-Urtaza,
J., Maslin, M., McAllister, L., McMichael, C., Mi, Z., Milner, J., Minor, K.,
Mohajeri, N., Moradi-Lakeh, M., Morrissey, K., Munzert, S., Murray, K. A,,
Neville, T., Nilsson, M., Obradovich, N., Sewe, M. O., Oreszczyn, T., Otto,
M., Owfi, F., Pearman, O., Pencheon, D., Rabbaniha, M., Robinson, E.,
Rocklov, J., Salas, R. N., Semenza, J. C., Sherman, J., Shi, L., Springmann, M.,
Tabatabaei, M., Taylor, J., Trinanes, J., Shumake-Guillemot, J., Vu, B.,
Wagner, F., Wilkinson, P., Winning, M., Yglesias, M., Zhang, S., Gong, P.,
Montgomery, H., Costello, A., Hamilton, 1. 2021. The 2021 report of the
Lancet Countdown on health and climate change: code red for a healthy future.
The Lancet, 398(10311), 1619-1662.

Saghouri el idrissi, I., Kettani, R., Ferrahi, M., Nabloussi, A., Ziri, R. ve Brhadda, N.
2023. Water stress effect on durum wheat (Triticum durum Desf.) advanced
lines at flowering stage under controlled conditions. Journal of Agriculture and
Food Research, 14, 100696.

Salvia, R., Egidi, G., Vinci, S. ve Salvati, L. 2019. Desertification risk and rural
development in Southern Europe: Permanent assessment and implications for
sustainable land management and mitigation policies. Land, 8(12), 191.

70



Shahbaz, M., Azeem, F., Rafique, M. U., Siraj, H. M. S. ve Rizwan, M. 2023. Heat-
Induced Transcriptome and Genome-Wide Analysis of NHL Genes in Maize
(Zea mays L.) Suggest a Role of ZmNHLs Under Heat Stress. Journal of Plant
Growth Regulation, 42(11), 6891-6902.

Shannon, P., Markiel, A., Ozier, O., Baliga, N. S., Wang, J. T., Ramage, D., Amin, N.,
Schwikowski, B. ve Ideker, T. 2003. Cytoscape: A software Environment for
integrated models of biomolecular interaction networks. Genome Research,
13(11), 2498-2504.

Sheffield, J. ve Wood, E. F. 2008. Projected changes in drought occurrence under future
global warming from multi-model, multi-scenario, IPCC AR4 simulations.
Climate Dynamics, 31(1), 79-105.

Silla, F. ve Escudero, A. 2006. Coupling N cycling and N productivity in relation to
seasonal stress in Quercus pyrenaica Willd. saplings. Plant and Soil, 282(1-2),
301-311.

Singh, S., Cornilescu, C. C., Tyler, R. C., Cornilescu, G., Tonelli, M., Lee, M. S. ve
Markley, J. L. 2005. Solution structure of a late embryogenesis abundant
protein (LEA14) from Arabidopsis thaliana, a cellular stress-related protein.
Protein Science, 14(10), 2601-2609.

Smirnoff, N. 1993. The role of active oxygen in the response of plants to water deficit
and desiccation. New Phytologist, 125(1), 27-58.

Soleimanzadeh, H. 2012. Response of Sunflower (Helianthus annuus L.) To Selenium
Application under Water Stress. World Applied Sciences Journal, 17(9), 1115-
1119.

Song, F., Zhang, G. J., Ramanathan, V. ve Leung, L. R. 2022. Trends in surface
equivalent potential temperature: A more comprehensive metric for global
warming and weather extremes. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 119(6), e21178321109.

Sterk, G. ve Stoorvogel, J. J. 2020. Desertification—scientific versus political realities.
Land, 9(5), 156.

Tekin, F. ve Bozcuk, S. 1998. Helianthus annuus L. var. santafe (Ay¢igegi) tohumlarinin
c¢imlenmesi ve erken biiylime iizerine tuz ve digsal putresinin etkileri. Turkish
Journal of Biology, 22(3), 331-340.

Thilakarathne, A. S., Liu, F. ve Zou, Z. 2025. Plant Signaling Hormones and
Transcription Factors: Key Regulators of Plant Responses to Growth,
Development, and Stress. Plants, 14(7), 1070.

Tikkanen, M., Grieco, M., Nurmi, M., Rantala, M., Suorsa, M. ve Aro, E. M. 2012.
Regulation of the photosynthetic apparatus under fluctuating growth light.
Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences,
367(1608), 3486-3493.

Urban, J., Matouskova, M., Robb, W., Jelinek, B. ve Uradnitek, L. 2023. Effect of
Drought on Photosynthesis of Trees and Shrubs in Habitat Corridors. Forests,
14(8), 1521.

71



Varet, A., Hause, B., Hause, G., Scheel, D. ve Lee, J. 2003. The Arabidopsis NHL3 gene
encodes a plasma membrane protein and its overexpression correlates with
increased resistance to Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Plant
Physiology, 132(4), 2023-2033.

Varet, A., Parker, J., Tornero, P., Nass, N., Niirnberger, T., Dangl, J. L., Scheel, D. ve
Lee, J. 2002. NHL25 and NHL3, two NDR1/HIN1-like genes in Arabidopsis
thaliana with potential role (s) in plant defense. Molecular plant-microbe
interactions, 15(6), 608-616.

Vilvert, E., Lana, M., Zander, P. ve Sieber, S. 2018. Multi-model approach for assessing
the sunflower food value chain in Tanzania. Agricultural Systems, 159, 103-
110.

Waldhoff, D., Furch, B. ve Junk, W. J. 2002. Fluorescence parameters, chlorophyll
concentration, and anatomical features as indicators for flood adaptation of an
abundant tree species in Central Amazonia: Symmeria paniculata.
Environmental and Experimental Botany, 48(3), 225-235.

Wang, J., Mei, J. ve Ren, G. 2019. Plant microRNAs: biogenesis, homeostasis, and
degradation. Frontiers in plant science, 10, 360.

Wang, J., Wu, R., Shangguan, T., Chen, G., Zheng, Y., Tao, X., Li, S., Wang, Y. ve Xu,
S. 2022. NDR1/HIN1-like genes may regulate Glycine max seed germination
under chilling stress through the ABA pathway. Plant Growth Regulation,
98(3), 613-624.

Wang, Y., Tang, H., Debarry, J. D., Tan, X., Li, J., Wang, X., Lee, T. H., Jin, H., Marler,
B., Guo, H., Kissinger, J. C. ve Paterson, A. H. 2012. MCScanX: A toolkit for
detection and evolutionary analysis of gene synteny and collinearity. Nucleic
acids research, 40(7), e49-e49.

Wang, Z., Qiao, Y., Zhang, J., Shi, W. ve Zhang, J. 2017. Genome wide identification of
microRNAs involved in fatty acid and lipid metabolism of Brassica napus by
small RNA and degradome sequencing. Gene, 619, 61-70.

White, J. W., Andrade-Sanchez, P., Gore, M. A., Bronson, K. F., Coffelt, T. A., Conley,
M. M., Feldmann, K. A., French, A. N., Heun, J. T., Hunsaker, D. J., Jenks, M.
A., Kimball, B. A., Roth, R. L., Strand, R. J., Thorp, K. R., Wall, G. W. ve
Wang, G. 2012. Field-based phenomics for plant genetics research. Field Crops
Research, 133, 101-112.

Wu, Y., Shi, H,, Yu, H., Ma, Y., Hu, H., Han, Z., Zhang, Y., Zhen, Z., Yi, L. ve Hou, J.
2022a. Combined GWAS and Transcriptome Analyses Provide New Insights
Into the Response Mechanisms of Sunflower Against Drought Stress. Frontiers
in plant science, 13, 847435.

Wu, Y., Wang, Y., Shi, H., Hu, H., Yi, L. ve Hou, J. 2022b. Time-course transcriptome
and WGCNA analysis revealed the drought response mechanism of two
sunflower inbred lines. PLoS One, 17(4), e0265447.

Xiong, D., Chen, J., Yu, T., Gao, W., Ling, X., Li, Y., Peng, S. ve Huang, J. 2015. SPAD-
based leaf nitrogen estimation is impacted by environmental factors and crop
leaf characteristics. Scientific reports, 5(1), 13389.

72



Youle, R. J. ve Huang, A. H. C. 1978. Albumin storage proteins in the protein bodies of
castor bean. Plant Physiology, 61(1), 13-16.

Zhang, J., Zhang, H., Srivastava, A. K., Pan, Y., Bai, J., Fang, J., Shi, H. ve Zhu, J. K.
2018. Knockdown of rice microRNA166 confers drought resistance by causing
leaf rolling and altering stem xylem development. Plant Physiology, 176(3),
2082-2094.

Zhang, M., Fu, R., Lin, M. M., Fang, J. B., Wang, R., Li, Y. K., Chen, J. Y., Sun, L. M.
ve Qi, X. J. 2024. Genome-wide identification of NDR1/HIN1-like genes in
kiwifruit and function analysis of AeNHL17 in response to disease resistance.
BMC Plant Biology, 24(1), 1184.

Zhang, X., Xue, Y., Wang, H., Nisa, Z., Jin, X, Yu, L., Liu, X., Yu, Y. ve Chen, C. 2022.
Genome-wide identification and characterization of NHL gene family in
response to alkaline stress, ABA and MEJA treatments in wild soybean
(Glycine soja). PeerJ, 10, e14451.

Zheng, M. S., Takahashi, H., Miyazaki, A., Hamamoto, H., Shah, J., Yamaguchi, I. ve
Kusano, T. 2004. Up-regulation of Arabidopsis thaliana NHL10 in the
hypersensitive response to Cucumber mosaic virus infection and in senescing
leaves is controlled by signalling pathways that differ in salicylate
involvement. Planta, 218(5), 740-750.

Zheng, M. S., Takahashi, H., Miyazaki, A., Yamaguchi, K. ve Kusano, T. 2005.
Identification of the cis-acting elements in Arabidopsis thaliana NHL10
promoter responsible for leaf senescence, the hypersensitive response against
Cucumber mosaic virus infection, and spermine treatment. Plant Science,
168(2), 415-422.

73





