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Bu calisma, yerli kenevir (Cannabis sativa L.) ¢esitleri olan "Narli" ve "Vezir'de
brassinosteroidlerin (BR) ve BR inhibitdrii brassinazole'un (BRZ) etkilerini morfolojik agidan
incelemistir. Diger yandan, Cannabis sativa tiiriine 6zgii TF proteinlerini igeren bir veri tabani
olusturulmus, Cannbio-2 genom birlestirmesinde korunmus peptid domainleri ile belirlenmis
57 TF ailesine ait toplam 1.323 TF geni tanimlanmis ve biyoinformatik yontemler kullanilarak
karakterize edilmistir. Kromozomal lokasyonlari, gen yapilari, peptidlerinin fizikokimyasal
ozellikleri, korunmus peptid motifleri, filogenetik iliskileri, tahmini 3 boyutlu peptid yapilari,
dizi bilgileri biyoinformatik analizler ile belirlenmis ve veritabanina yiiklenmistir. Cannabis
sativa genomunda kodlanan tiim TFlerin tahminlemesini yapabilmek amaciyla bir hibrit derin
O6grenme modeli gelistirilmistir. Bu model, Word2Vec tabanli dizi temsilini Convolutional
Neural Networks (CNN), c¢ift yonlii Gegitli Tekrarlayan Birim (BiGRU) ve Dikkat
mekanizmasiyla birlestirmistir. Model, 13.499 peptitlik veri seti ile egitilmig; %97,80
dogruluk ve %97,74 Fl-skora ulasarak, bu proteinlerin simiflandirilmasinda mevcut
yontemlere gore Ustiin bir performans sergilemistir. Narli ve Vezir ¢esitleri kontrollii
kosullarda yetistirilmistir. Farkli gelisimsel donemlerde uygulanan BR ile BRZ, bitki boyu ve
teknik sap uzunlugu parametrelerini anlamli sekilde etkilemistir. Erkek bitkiler, disilere
kiyasla BR uygulamasina 6zellikle daha giiclii yanit vermistir. Erkek bitkiler, disilere oranla
BR uygulamalarina daha giiglii bir yanit vermis, bu da potansiyel lif veriminde artisa isaret
etmigstir. BR uygulamalari, bitki boyu ve teknik sap uzunlugu gibi biiyiime parametrelerini
artinrken, BRZ uygulamasi bu etkileri baskilamistir. Bu bulgular, kenevir tarimi ve
brassinosteroidlerin tarimsal uygulamalardaki potansiyel kullanimlari i¢in yeni ufuklar
sunmaktadir. Ayrica, bu c¢alisma kapsaminda gelistirilmis biyoinformatik araglar ve derin
Ogrenme tabanl siniflandirma modeli, kenevir genomunda yer alan TF genlerinin kapsamli ve
yiiksek dogrulukla tanimlanmasina imkan tanimigtir. Bu yaklagim, gelecekte lif gelisimi, stres
tolerans1 ve metabolik diizenleme gibi konularda kenevirin genetik temellerini aydinlatacak
ileri caligmalar i¢in stratejik bir baglangi¢ noktasi olusturmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Kenevir, transkripsiyon faktorii, genomiks, stres yaniti,
Cannabis sativa, brassinosteroid, 1if, Narli, Vezir

Aralik 2024, 92 Sayfa



ABSTRACT

PH.D THESIS

DETERMINATION OF AGRONOMICALLY IMPORTANT GENES IN
CANNABIS PLANT BY BIOINFORMATICS METHODS

NECDET MEHMET UNEL

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING
SUPERVISOR:PROF. DR. MEHMET CENGIiZ BALOGLU

This study morphologically investigated the effects of brassinosteroids (BR) and BR inhibitor
brassinazole (BRZ) in the local cannabis (Cannabis sativa L.) cultivars “Narli” and “Vezir”.
On the other hand, a database of Cannabis sativa-specific TF proteins was created, and a total
of 1,323 TF genes belonging to 57 TF families identified with peptide domains conserved in
the Cannbio-2 genome assembly were identified and characterized using bioinformatics
methods. Chromosomal locations, gene structures, physicochemical properties of their
peptides, conserved peptide motifs, phylogenetic relationships, predicted 3D peptide
structures, sequence information were determined by bioinformatics analysis and uploaded to
the database. A hybrid deep learning model was developed to predict all TFs encoded in the
Cannabis sativa genome. This model combines Word2Vec based sequence representation
with Convolutional Neural Networks (CNN), Bidirectional Gated Recurrent Unit (BiGRU)
and Attention mechanism. The model was trained on a dataset of 13,499 peptides and achieved
97.80% accuracy and 97.74% F1-score, outperforming existing methods in classifying these
proteins. Narli and Vezir varieties were grown under controlled conditions. BR and BRZ
applied at different developmental stages significantly affected plant height and technical stem
length parameters. Male plants responded particularly stronger to BR treatment compared to
females. Male plants responded more strongly to BR treatments than females, indicating an
increase in potential fiber yield. BR treatments increased growth parameters such as plant
height and technical stem length, while BRZ treatment suppressed these effects. These
findings offer new horizons for hemp agriculture and potential uses of brassinosteroids in
agricultural applications. Furthermore, the bioinformatics tools and deep learning-based
classification model developed in this study enabled the comprehensive and highly accurate
identification of TF genes in the cannabis genome. This approach provides a strategic starting
point for future studies that will elucidate the genetic basis of cannabis in fiber development,
stress tolerance and metabolic regulation.

KEYWORDS: Hemp, transcription factor, genomics, stress response, Cannabis sativa,
brassinosteroid, fiber, Narli, Vezir
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TESEKKUR

Bu tez ¢alismasini hazirlarken bana destek olan, bilgi ve tecriibeleriyle yol gosteren
tiim degerli isimlere ve bana gii¢ veren yakinlarima en igten tesekkiirlerimi sunmak
isterim. Oncelikle, calismalarim boyunca rehberlik eden, bilgi ve deneyimlerini
esirgemeyen degerli danismanim Prof. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU'na sonsuz
tesekkiir ederim. Onun yol gosterici tavsiyeleri ve siirekli destegi, bu calismanin
tamamlanmasinda biiylik bir rol oynamistir. Ayrica, tez savunma jlirimde yer alarak
degerli geri bildirimleriyle ¢alismami gelistirmeme olanak saglayan saygideger jiiri
iiyelerine igten tesekkiirlerimi sunarim. Bu siirecte bilimsel katkilariyla beni
destekleyen ve calismalarimda yol gosterici olan Prof. Dr. Yasemin CELIK
ALTUNOGLU, arastirmada verdigi destekle onemli katkilarda bulunan Dr.
Ogretim Uyesi Ferhat ULU ve analiz siireclerinde sagladig1 yardimlarla ¢alismamin
ilerlemesine katki saglayan Arastirma Gorevlisi Mustafa OCAL'a siikranlarimi
iletmek isterim. Bilgisayar bilimleri alanindaki 6nemli desteklerinden dolay1 Dr.
Ogretim Uyesi Ali Burak ONCUL’e ¢ok tesekkiir ederim. Arastirmam siiresince
yardimlari ve is birligi i¢in Plantomics Arastirma Laboratuvari ekibine tesekkiirii bir
bor¢ bilirim. Ekip arkadaslarimin sagladigi destek, calismamin basariyla
ilerlemesine biiyiik katki saglamistir. Bu ¢aligmayr miimkiin kilmamda en biiyiik
motivasyon kaynagim olan sevgili esim Sena MENCUTEKIN UNEL'e ayrica
tesekkiir ederim. Onun anlayisi, sabr1 ve sevgisi, bu siirecin en zorlu anlarinda bile
bana gii¢ vermistir. Son iki ayda hayatimiza katilarak doktora yolculuguma
bambagka bir anlam kazandiran sevgili kizim Ada'ya da 6zel bir tesekkiir etmek
isterim. Onun varlig1, bu zorlu siirecin son aylarmi daha anlamli, daha huzurlu ve
daha giizel kildi. Doktora siirecimin 6zellikle son aylarinda biiyiik destek saglayan
[rem YEZER’e minnettarim. Ve tabii ki Kagan KABA’ya tesekkiir ederim. Son
olarak, her zaman yanimda olan ve sevgileriyle beni destekleyen sevgili annem,
babam ve kardesime en derin tesekkiirlerimi sunarim. Onlarin varligi, bu siiregte
bana moral ve motivasyon saglamistir. Bu ¢alisma, TUBITAK tarafindan, 1247054
numarali “Brassinosteroidlerle Kenevir Lif Gelisiminin Aydinlatilmasi: Yerli
Kenevir Cesitlerinde Transkriptomik ve Morfolojik Yaklagim™ isimli proje
kapsaminda desteklenmistir. Desteklerinden dolayr TUBITAK ’a tesekkiir ederim.
Kenevirlerin yetistirilmesi igin gerekli izinleri saglayan T.C. Kastamonu Valiligi Il
Tarim ve Orman Midirliigi'ne tesekkiir ederim. Bu tez c¢alismasinin her
asamasinda bana katki saglayan herkese tekrar tesekkiir ederim.

NECDET MEHMET UNEL

Kastamonu, 2024
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1. GIRIS

1.1  Cok Amach Bir Uriin Olarak Cannabis sativa’ya Genel Bakis

Cannabis sativa (kenevir), tibbi, endiistriyel ve ekolojik bir gii¢ merkezi olarak ortaya
c¢ikan, ¢oklu kullanim alanlarina sahip en eski ekili liriinlerden biridir. Seliilozik ve
odunsu lifleri nedeniyle halat ve tekstil liretiminde uzun bir ge¢mise sahip olan
kenevir, bir lif mahsulii olarak kategorize edilebilir. Ayrica, tibbi kenevir olarak
adlandirilan ve tedavi amach kullanilan bir ilag hammaddesi olarak da kategorize
edilebilir (Andre vd., 2016b). Endiistriyel kenevir (hemp, kendir) ¢esitleri %0,3'ten az
tetrahidrokannabinol (THC) igerirken, tibbi kenevir tipik olarak bu metabolitin daha
yiiksek seviyelerine sahiptir ve genellikle bitkinin kuru agirliginin %10'u ya da
fazlasin1 olusturmaktadir (Avico vd., 1985). Cannabis sativa, kannabinoidler,
terpenler ve flavonoidler dahil olmak iizere 500'den fazla biyoaktif metabolit iiretir.
A9-tetrahidrokanabinol (THC) ve kannabidiol (CBD) gibi kannabinoidler viicuttaki
kannabinoid reseptorleri ile etkilesime girerek agri kesici, anti-enflamatuar aktivite ve
noroproteksiyon gibi terapotik etkiler saglar (Appendino vd., 2011). Mirsen ve
limonen de dahil olmak iizere terpenler, genellikle kannabinoidlerle sinerjik olarak
hareket ederek anti-enflamatuar ve antioksidan 6zelliklere katkida bulunur (Downer,
2020). Kannabinoidler anksiyete, epilepsi ve TSSB (travma sonrasi stres bozuklugu)
gibi noropsikiyatrik durumlarin yonetiminde ve kemoterapinin neden oldugu bulanti
ve kronik agrinin azaltilmasinda etkilidir (Murillo-Rodriguez vd., 2021). Kenevir
tiirevleri, 6zellikle tiimor biiylimesini azaltma, agr1 yonetimini iyilestirme ve bulanti
gibi yan etkileri hafifletmedeki rolleri nedeniyle kanser tedavisi i¢in yogun sekilde
aragtirilmaktadir  (Abrams ve Guzman, 2015). Metabolomik (kannabinomik)
alanindaki gelismeler, enflamatuar ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisi de dahil
olmak {izere ¢esitli uygulamalar i¢in kenevir tiirevi yeni farmasotiklerin kesfedilmesini
saglamaktadir (Aliferis ve Bernard-Perron, 2020). Kenevir, tekstil, halat ve
biyoplastiklerde kullanilan gii¢lii ve dayanikli lifler iiretir. Hafif 6zellikleri onu ingaat
(6rnegin kenevir betonu) gibi sektorlerde ¢cevre dostu bir alternatif haline getirmektedir
(Hartsel vd., 2016). Kenevir liflerindeki seliiloz igerigi, biyolojik olarak pargalanabilen
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sorunlarina siirdiiriilebilir ¢oziimler saglar (Andre vd., 2016b). Kannabinoidler ve
terpenler agisindan zengin olan kenevir tlirevi ugucu yaglar, anti-enflamatuar ve
antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle ila¢ ve kozmetik endiistrilerinde degerlidir (Zugi¢
vd., 2024). Kenevirin hizli biiylimesi ve yiiksek biyokiitle potansiyeli onu gii¢lii bir
karbon tutucu haline getirmektedir. Ayrica kirlenmis topraklarin fitoremediasyonunda
rol alarak, agir metalleri emer ve toprak sagligini iyilestirir (Husain vd., 2019).
Kenevirin minimum su ve pestisit gereksinimi, onu siirdiiriilebilir bir iiriin olarak
konumlandirmaktadir. Biyogesitliligi destekler ve toprak yapisini iyilestirmek ve
erozyonu azaltmak i¢in iiriin rotasyonuna entegre edilebilmektedir (Junior vd., 2023).
Kenevirin tibbi ve endiistriyel kullanim i¢in yasallastirilmasi, 2028 yilina kadar 272
milyar dolar1 asacagi tahmin edilen pazar tahminleri ile kiiresel olarak ekonomik
firsatlar yaratmaktadir. Afrika gibi bolgelerde kenevir ekimi issizligi giderebilir ve
gayri safi yurti¢i hasilayr artirabilir (Junior vd., 2023). Cannabis sativa tibbi,
endustriyel ve ekolojik bir gii¢ merkezi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kannabinoidler ve
terpenler araciliiyla tedavi edici potansiyeli, endiistriyel ¢ok yonliiliigii ve ¢evresel
faydalari, kritik kiiresel zorluklarin ele alinmasindaki roliinii vurgulamaktadir.
Potansiyelinden tam anlamiyla faydalanmak i¢in arastirmalarin devam etmesi ve

stirdiirtilebilir uygulamalara entegre edilmesi gerekmektedir.
1.2 Kenevir ve Endiistriyel Onemi

Kenevir en eski tekstil diriinlerinden biridir ve muhtemelen en az 6000 yildir
yetistirilmektedir (Small, 2015). Giiniimiiz diinyasinda kenevir lifleri, benzersiz
ozelliklere sahip ekolojik, biyolojik olarak parcalanabilir ve yenilenebilir bir kaynak
olarak cesitli yenilik¢i uygulamalarda kullanimlari i¢in biiylik potansiyele sahiptir
(Chernova vd., 2018). Kenevir, yap1 sektoriinde yalitim ve akustik amacli, kagit
endiistrisinde (Karche, 2019; Zampori vd., 2013), tibbi amacl, tekstil endiistrisinde
(Poniatowska vd., 2019), biyoyakit, kozmetik endiistrisinde (Rachel Jacob vd., 2022),
yiyecek ve icecek endiistrisinde (Tedeschi vd., 2020) ve lif polimer matrisli
kompozitlerde (Bernava vd., 2015) veya biyo-kompozitlerde cam ve karbon lifin

yerine takviye olarak kullanilabilir (Brzyski ve Fic, 2017).

Kenevir lifi en gii¢lii dogal liflerden biridir ve yiiksek gerilme mukavemeti ve ¢esitli

ozellikleri nedeniyle onemli bir hammaddedir. Bu nedenle, kenevir sak lifleri



geleneksel olarak cesitli kenevir triinlerinde kullanilmaktadir (Andre vd., 20164a;
Nechwatal vd., 2003). Kenevir liflerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, gesit tiiri,
yetistirme kosulu ve yontemi, bitki bliylime asamasi, bitki yas1 ve lif isleme (Keller
vd., 2001; Kostic vd., 2008), tek veya iki evcikli bir ¢esitten elde edilip edilmedigi ve
enlem gibi bir¢ok faktorden etkilenir (Sankari, 2000). Liflerin kalitesi temel olarak
yumusaklik, incelik, parlaklik ve lif demetlerinin uzunluk homojenligine baglhidir.
Oncelikle genetik faktorlerin (Cromack, 1998; Petit vd., 2020) yani sira sulama
(Fernandez-Tendero vd., 2017), azaltilmis dallanma (Clarke, 1981), tohum ekim
yogunlugu (Amaducci vd., 2000; Westerhuis vd., 2009), cinsiyet belirleme ve
¢iceklenme zamani (Salentijn vd., 2019) hasat zamani ve agartma yontemi (Amaducci
vd., 2005; Liu vd., 2015; Musio vd., 2018) gibi ¢esitli diger faktorler tarafindan
belirlenir. Ayrica, hasat sirasindaki gelisim asamasindan da etkilenir (Salentijn vd.,

2019).

C. sativa' nin govdesinde ksilem ve floem lifleri olmak iizere iki tiir lif bulunur. ikincisi
sak lifleri olarak bilinir. Ksilem liflerinin hiicre duvarlari, negatif 6zsu basincina karsi
dayaniklilik ve diren¢ saglamak i¢in lignin ile doyurulurken (Wang vd., 2013), sak
lifleri esas olarak kristalin seliilozdan yapilir (ve kuru kiitlenin %75-80'ini olusturabilir
(Gea vd., 2013). Sak lif hiicre duvarlarmin diger bilesenleri hemiseliilozlar (birincil
hiicre duvarinda ksiloglukan ve ikincil hiicre duvarinda ksilan dahil olmak {izere %4),
pektinler (%4), proteinler (%3), lignin (%2) ve eser miktarda fenolik asittir (<%0,01)
(Cronier vd., 2005).

Bitki biyolojisi agisindan lif, birka¢ on mikrometreden fazla olmayan bir ¢apa sahip,
birka¢ on milimetre uzunluga ulasan, kalinlagmis bir hiicre duvarina sahip tek bir hiicre
olan sklerenkimanin bir unsurudur (Gorshkova vd., 2012). Kenevir govdesinde,
prokambiyumdan olusan birincil floem lifleri ve kambiyum faaliyetinin sonucu olan
ikincil floem lifleri vardir. Birincil lifler birincil meristemden olustugu icin, bitki
biyogenezi sirasinda daha erken ortaya c¢ikarlar ve govdenin altindan {istiine kadar
bulunurlar (Hernandez vd., 2007; Snegireva vd., 2015). ikincil floem lifleri govdenin
ist kisminda olugmaz, gdvdenin ortasina daha yakin bir yerde ortaya ¢ikar ve en fazla
sayida ikincil 1if govdenin alt kisminda bulunur. Gévde uzunlugu boyunca ikincil
liflerin sayis1 ve olusumu, govde ¢apina ve bitkilerin biiyiime kosullarina baglidir

(Fernandez-Tendero vd., 2017). ikincil floem liflerinin birincil olanlardan daha diisiik



kalite parametrelerine sahip oldugu bilinmektedir (Pickering vd., 2007; Placet vd.,
2014).

1.3  Kenevir Liflerinin Kalitesini Etkileyen Faktorler

Kenevir liflerinin kalitesini etkileyen faktorler ¢cok yonlidiir ve kenevirin gesitli
endiistriyel uygulamalar i¢in uygunlugunu toplu olarak belirleyen genetik, cevresel ve
gelisimsel unsurlar1 kapsar. Farkli kenevir ¢esitlerinin dogal genetik yapist uzunluk,
mukavemet, incelik ve seliiloz igerigi gibi lif 6zelliklerini belirlediginden, genetik
faktorler ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, Salentijn vd. (2015) kenevir
cesitlerindeki belirli genetik Ozelliklerin lif morfolojisi ve kimyasinda Onemli
farkliliklara yol acarak tekstil ve kompozit malzemelerdeki performanslarin
etkileyebilecegini vurgulamustir (Salentijn vd., 2015). Arzu edilen genetik 6zellikleri
secmeyi ve gelistirmeyi amaglayan 1slah programlari, iistiin lif 6zellikleriyle iligkili
belirli genetik belirtegleri segerek hedeflenen i1slah stratejilerinin lif verimini ve
kalitesini artirabilecegini bildiren Amaducci vd. (2015) tarafindan gosterildigi gibi, lif

kalitesini iyilestirme konusunda umut vaat etmektedir (Amaducci vd., 2015).

Yetistirme sirasindaki ¢evresel kosullar da kenevir lif kalitesi {izerinde esit derecede
etkilidir. Toprak bilesimi, sicaklik, yagis ve besin mevcudiyeti gibi faktorler bitki
biiylimesini ve lif gelisimini dogrudan etkiler. Struik vd. (2020), optimum nem
seviyelerine sahip besin acisindan zengin topraklarda yetistirilen kenevirin daha
yiiksek seliiloz igerigine ve daha iyi mekanik Ozelliklere sahip lifler iirettigini
gozlemlemistir (Struik vd., 2000). Ayrica, asir1 nem liflerin asir1 ¢iirimesine veya
mikrobiyal bozulmasma yol agabileceginden, yagis zamanlamasi ve miktart lif
olgunlugunu ve ¢iiriime siireclerini etkileyebilir (Werf vd., 1996). Iklim degisiklikleri
ve iklim degisikligine bagl olarak hava kosullarinin artan dngoriillemezIligi, tutarl lif
kalitesinin korunmasinda zorluklar yaratmakta ve uyarlanabilir yetistirme

uygulamalar gerektirmektedir.

Dikim yogunlugu, hasat zamani ve hasattaki biiyiime asamas1 gibi gelisimsel faktorler
lif 6zelliklerini daha da etkiler. Tsaliki vd. (2021), ekim yogunlugunun gévde ¢apini
ve lif demeti boyutunu etkiledigini, daha yiliksek yogunluklarin tekstil uygulamalari

icin arzu edilen daha ince govdelere ve daha ince liflere yol actigini gostermistir



(Tsaliki vd., 2021). Hasat zamanlamas1 kritiktir; cok erken hasat, daha diisiik seliiloz
icerigine  sahip olgunlasmamis liflerle sonuglanabilirken, gecikmis hasat
lignifikasyona yol acarak lifleri daha kaba ve daha az esnek hale getirebilir (Musio vd.,
2018). Mediavilla vd. (2016), optimum hasat zamaninin lif verimini en st diizeye
cikarmak ve kaliteyi korumak arasinda bir denge oldugunu vurgulayarak, bitki gelisim
asamalarinin hassas bir sekilde izlenmesinin gerekli oldugunu One slirmiistiir

(Mediavilla vd., 2001).

Kenevir yetistiriciligindeki zorluklarin iistesinden gelmek ve lif gelisimini artirmak
icin bu genetik, ¢evresel ve gelisimsel faktorlerin optimize edilmesi zorunludur. Bu
faktorler arasindaki karmasik etkilesim, bir alandaki iyilestirmelerin baska bir alanda
ayarlamalar gerektirebilecegi anlamina gelir. Ornegin, bazi elit kenevir gesitlerinin
yalnizca optimum tarimsal uygulamalar altinda tistiin lif nitelikleri sergiledigini tespit
eden Tsaliki vd.nin (2018) belirttigi gibi, yiiksek lif kalitesine sahip bir ¢esit se¢gmek,
tam potansiyelini ger¢eklestirmek i¢in belirli ¢evresel kosullar gerektirebilir (Tsaliki
vd., 2021). Ayrica, kenevir gesitlerinin yerel gevre kosullarina adaptasyonu g¢ok
onemlidir, ¢iinkii toprak tuzlulugu veya benzersiz hasere baskilar1 gibi bolgeye 6zgii
zorluklar, uygun sekilde yonetilmezse lif kalitesini olumsuz yonde etkileyebilir (Petit

vd., 2020; Tsaliki vd., 2021).

Agronomik teknikler ve biyoteknolojideki gelismeler, bu faktorleri optimize etmek
icin yollar sunmaktadir. Hassas tarim (Precision agriculture) teknolojileri, ¢iftcilerin
toprak kosullarini, bitki sagligimi ve cevresel parametreleri gercek zamanli olarak
izlemelerini saglayarak lif kalitesini artirmak igin bilingli karar vermelerine olanak
tanir (Campbell vd., 2018; Soussi vd., 2024). Genetik miihendisligi ve molekiiler 1slah
teknikleri, cevresel streslere karst daha dayanikli ve gelismis lif 6zelliklerine sahip
kenevir gesitleri gelistirme potansiyeline sahiptir (Schluttenhofer ve Yuan, 2017). Bu
yenilik¢i yaklasimlarin entegre edilmesi, siirekli olarak yiiksek kaliteli kenevir lifleri
ireten ve c¢esitli endiistrilerde artan talebi karsilayan siirdiiriilebilir yetistirme

uygulamalarina yol agabilir.

Siirdiiriilebilir bir hammadde olarak kenevire yonelik artan ilgi, bu alanda stirekli
arastirma ve gelistirme ihtiyacinin altin1 ¢izmektedir. Kenevir lifi kalitesiyle ilgili

zorluklarin ele alinmasi, agronomi, genetik, ¢evre bilimi ve teknolojiyi birlestiren



multidisipliner bir yaklasim gerektirmektedir. Lif gelisimini etkileyen faktorleri
optimize ederek kenevirin tiim potansiyelini ortaya ¢ikarmak, ekonomik biiyiimeye

katkida bulunmak ve ¢evre dostu endiistriyel uygulamalar tesvik etmek miimkiindiir.

1.4  Bitki Gelisiminde Brassinosteroidler

Brassinosteroidler (BR'ler), bitki biiyiimesi ve gelisiminde Onemli diizenleyiciler
olarak ortaya cikan bir polihidroksillenmis steroidal fitohormon sinifidir. 1970'lerde
Brassica napus'un polen oziitlerinde kesfedilmelerinden bu yana, BR'ler ¢ok ¢esitli
fizyolojik siiregler tlizerindeki derin etkileriyle taninmistir (Grove vd., 1979). BitKi
kralliginda her yerde bulunurlar ve bitki biyolojisinde temel rollerde gorev alirlar.
BR'ler hiicre uzamasini ve boliinmesini, vaskiiler farklilagsmayi, fotomorfogenezi,
iireme gelisimini ve hem biyotik hem de abiyotik cesitli ¢evresel uyaranlara verilen
tepkileri modiile etmektedirler (Clouse ve Sasse, 1998; Nolan vd., 2020). Hiicresel
diizeyde BR'ler, hiicre duvari modifikasyonu ve sentezinde yer alan genlerin
aktivasyonunun aracilik ettigi bir siire¢ olan hiicre duvarimi gevseterek hiicre
geniglemesini tesvik etmektedirler (Fridman ve Savaldi-Goldstein, 2013). Bu etki,
BR'lerin bitkilerin 151k ve besin maddelerine erismesi igin gerekli biiylimeyi
kolaylastirdigi govde ve koklerin uzamasi sirasinda o6zellikle énemlidir. BR'lerin
selilloz sentaz genlerinin ekspresyonunu diizenledigini ve bdylece bitki hiicre
duvarinin birincil bileseni olan seliilozun biyosentezini etkiledigi gosterilmistir (Percio
vd., 2024; Xie vd., 2011). Bu diizenleme, hiicre duvar biitiinliigiinii ve esnekligini

korumak, uygun biiyiime ve yapisal gelisime izin vermek icin ¢ok 6nemlidir.

BR'ler ayrica, bitkilerin iletken dokularini -ksilem ve floem- gelistirdigi siire¢ olan
vaskiiler farklilasmada da 6nemli bir rol oynar. Bu dokular su, besin maddeleri ve
organik bilesiklerin bitki boyunca taginmasi i¢in hayati 6éneme sahiptirler. Furuya
(2024), BR sinyal yollarinin vaskiiler hiicre farklilasmasimi diizenleyen anahtar
transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girdigini bildirerek, hormonun bitkinin
vaskiiler sistemini olusturmadaki ayrilmaz roliinii vurgulamistir (Furuya vd., 2024).
Bu etkilesim, bitkilerin siirekli biiylimeyi ve ¢evrelerine adaptasyonunu desteklemek

icin gerekli altyapiy1 gelistirmelerini saglar.



Biiyiime diizenlemesine ek olarak, BR'ler iireme gelisimi ve dogurganlikla da ilgilidir.
Cigek organ1 kimligi ve olgunlagmasi ile ilgili gen ekspresyonunu modiile ederek ¢igek
ve meyve gelisimini etkilerler. Yu vd. (2020), Arabidopsis'te BR eksikligi olan
mutantlarin ¢i¢eklenmede gecikme ve dogurganlikta azalma sergiledigini tespit
ederek, yeterli BR seviyelerinin normal tlireme siirecleri i¢in gerekli oldugunu
gostermistir (Yu vd., 2008). Hormonun iireme basarisi lizerindeki etkisi, mahsul
verimi ve kalitesi tizerinde 6nemli etkilere sahiptir ve bu da onu tarimsal {iretkenlikte
kritik bir faktor haline getirir. BR'ler ayrica bitkilerin ¢evresel streslere verdigi
tepkilere de aracilik eder. Strese duyarli genleri ve proteinleri diizenleyerek bitkinin
kuraklik, tuzluluk ve asir1 sicaklik gibi ¢esitli abiyotik streslere karsi direncini artirirlar
(Vardhini ve Anjum, 2015). BR'lerin digsal olarak uygulanmasinin, antioksidan enzim
aktivitelerini ve ozmoprotektan birikimini modiile ederek misirda kurakliga toleransini
artirdig1 gosterilmistir (Gillani vd., 2022; Lei Liu vd., 2021; Zhang vd., 2011). Benzer
sekilde, BR'ler, bitki i¢indeki savunma mekanizmalarini harekete gegirerek patojen

saldirilar1 da dahil olmak tizere biyotik streslere kars1 direnci artirmada rol oynamistir

(Nolan vd., 2020).

BR'lerin sinyal yollar1 karmasiktir ve reseptorler, kinazlar, transkripsiyon faktorleri ve
diizenleyici proteinlerden olusan bir ag igerir. BR sinyal kaskadi, hormonun hiicre
yilizeyi reseptori BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRIl) ve yardimci
reseptorii  BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1 (BAK1) tarafindan
algilanmasiyla baglar  (Sun vd., 2020). Hormon baglandiktan sonra, bir dizi
fosforilasyon olay1r sinyali hiicre icinde iletir, sonucta inhibitér proteinlerin
deaktivasyonuna ve BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1 (BES1) ve BRASSINAZOLE-
RESISTANT 1 (BZR1) gibi BR'ye duyarl transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna
yol acar (Kim ve Wang, 2010). Bu transkripsiyon faktorleri, biiyiime ve gelisim

sirecleriyle iliskili ¢ok sayida genin ifadesini diizenler.

BR'lerin lif gelisimi ile ilgisi, lif Gireten bitkilerde 6zellikle 6nemlidir. BR'ler, seliiloz
ve lignin bakimindan zengin kalinlagsmis ikincil hiicre duvarlarina sahip 6zellesmis
hiicreler olan lif hiicrelerinin farklilasmasin1i ve uzamasini etkiler. Lif gelisimi
caligmalart igin birincil model olan pamukta (Gossypium hirsutum), BR'lerin lif
uzamasini ve kalitesini artirdigi gosterilmistir. Sun vd. (2019), BR uygulamasinin

hiicre duvar1 biyosentezi ve modifikasyonunda yer alan genleri yukari dogru



diizenleyerek lif uzunlugunu ve mukavemetini artirdigini gostermistir. Calisma,
BR'lerin, lif hiicresi uzamasi icin gerekli olan enerji ve hiicre duvart gevsemesini
saglamak icin ¢ok onemli olan siikroz sentaz ve ekspansin genlerinin ekspresyonunu

uyardigini vurgulamistir.

Pamuk lifleri ile kenevirdeki (Cannabis sativa) sak lifleri arasindaki yapisal
benzerlikler goz oniine alindiginda, BR'lerin kenevir lifi gelisiminde benzer bir rol
oynamasi olasidir. Kenevir lifleri floem dokusunda bulunur ve bitkinin mekanik
desteginin ayrilmaz bir pargasidir. BR seviyelerinin modiilasyonu, sak lifi hiicrelerinin
cogalmasini ve uzamasini etkileyerek lif verimini ve kalitesini etkileyebilir. Bununla
birlikte, kenevirdeki BR'ler iizerine yapilan arastirmalar sinirhidir. Liu vd. (2021),
kenevirdeki BR sinyal yollarini kesfetmenin lif {iretimini artirmaya yonelik i¢goriiler
saglayabilecegini One siirerek, ekonomik agidan 6nemli olan bu iiriinde lif gelisiminin

hormonal diizenlemesini arastiran ¢alismalar yapilmasi ¢agrisinda bulunmustur.

Ozetle, brassinosteroidler bitki biiyiimesi ve gelisiminin kilit y&nlerini diizenleyen
temel hormonlardir. Hiicre uzamasi, vaskiiler farklilasma, lireme gelisimi ve stres
tepkileri iizerindeki etkileri, bitki biyolojisindeki Onemlerinin altin1 ¢izmektedir.
BR'lerin lif gelisimindeki potansiyel rolii, 6zellikle lif kalitesinin dnemli bir ekonomik
degere sahip oldugu kenevir gibi {iriinlerde arastirma i¢in heyecan verici bir yol sunar.
BR sinyal yollariin anlasilmasi ve manipiile edilmesi, dogal liflere dayanan
endiistrilere fayda saglayarak ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarina katkida

bulunarak gelismis lif 6zelliklerine yol agabilir.

1.5  Brassinosteroidlerin Lif Gelisimindeki Rolleri

Bitkilerin biiylime ve gelisim siire¢lerinin fitohormon adi verilen endojen molekiiller
tarafindan diizenlendigi bilinen bir gercektir. Bitkilerde dogal olarak bulunurlar ve ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda sinyal bilesikleri olarak hareket ederler (Sauer vd., 2013).
Bes ana bitki hormonu grubu vardir, bunlar; oksinler, sitokininler, gibberellinler,
absisik asit, etilen ve brassinosteroidler, jasmonik asit, strigolaktonlar gibi diger
biiyiime diizenleyicileridir. Oksinler ve sitokininler ilk kesfedilen ve en iyi

anlasilanlardir (Sudan vd., 2014).



[lk olarak kolza tohumunda (Brassica napus) bulunan brassinosteroidler (BR'ler), bitki
yasam dongiisiinde diizenleyici bir rol oynayan temel hormonlardir ve BR'ler bitkiler
aleminde yaygin olarak bulunur (Clouse ve Sasse, 1998; Mitchell vd., 1970). Hiicre
uzamasi, fotomorfogenez, yaslanma ve simbiyoz, damar farklilagsmasi ve biyotik ve
abiyotik stres tepkileri dahil olmak iizere bir¢ok bitki gelisimsel ve fizyolojik siireg
BR'ler tarafindan diizenlenir (Chory vd., 1991; Clouse vd., 1996; Li ve Chory, 1997,
Planas-Riverola vd., 2019). BR’lerin eksikligi veya duyarsizlig1 asir1 ciicelesme,
yaprak kivrilmasi, ¢igeklenme ve yaslanmanin gecikmesi, fotoperiyot bozukluklari ve
erkek kisirligi gibi ¢esitli morfolojik degisikliklere yol agar (Li vd., 1996; Le Liu vd.,
2021; Singh ve Savaldi-Goldstein, 2015; Szekeres vd., 1996). Ayrica BR'ler oksin,
jasmonik asit, sitokinin, etilen, absisik asit, gibberellin ve salisilik asit gibi ¢oklu
hormon yolaklar ile etkilesime girerek bitki gelisimini ve fizyolojik siiregleri toplu

olarak diizenleyen bir hormon diizenleyici ag olusturur (Saini vd., 2015).

BR'ler, BR sinyal yolu araciligiyla altakim (downstream) hedef genlerinin ifadesini
diizenler, boylece bitkilerde cesitli fizyolojik ve biyokimyasal islevleri etkiler. Mevcut
anlayisa gore, BR endoplazmik retikulumda sentezlenir (Nolan vd., 2020; Northey vd.,
2016) ve plazma membraninda lokalize BR Insensitivel'e (BRI1) baglandigi
apoplast'a taginir (Friedrichsen vd., 2000; He vd., 2000) ve homologlar1 BRI1-Likel
(BRL1), BRI1-Like3 (BRL3) (Cafo-Delgado vd., 2004; Kinoshita vd., 2005) ve es
reseptor Somatik Embriyogenez Reseptor Kinaz 3 (SERK3) (Nam ve Li, 2002)/BRI11-
Asociated Kinasel (BAK1) (Gou vd., 2012) reseptorlerini fosforiller ve aktive eder.
Daha sonra bir dizi sinyal BR sinyalini BRI1-EMS-Suppressorl (BES1)/
Brassinazole-Resistant] (BZR1) ailesi iiyelerine iletir (Yin vd., 2002; Yu vd., 2011).
Bu arada, BR Sinyal Kinazlar1 (BSKs)/Konstitiitif Diferansiyel Biiyiimel (CDG1)
(Kim vd., 2011; Sreeramulu vd., 2013) fosforillenir ve BR sinyalinin ana negatif
diizenleyicisi olan Brassinosteroid Insensitive2 (BIN2) aktivitesini inhibe etmek i¢in
BRI1-Suppressorl (BSU1) (Kim vd., 2011; Kim vd., 2009) fosfataz1 aktive edilir.
BIN2, BR sinyal yolunun ¢ekirdek transkripsiyon faktorii (TF) BES1/BZR1 de dahil
olmak iizere, aktivitelerini inhibe etmek veya bozulmalarini tesvik etmek icin ¢esitli
substratlar1 fosforile edebilir (Youn ve Kim, 2015). BIN2'nin inaktivasyonu ve Protein
Fosfataz2a'nin (PP2A) defosforilasyonu (Tang vd., 2011) ¢ekirdekte BES1/BZR1'in

aktivitesini artiracak ve diger TF'lere ve ko-faktorlere baglanmay: tesvik edecek,



bdylece BR ile indiiklenen genlerin ve BR inhibe edici genlerin ekspresyonunu

diizenleyecektir (He vd., 2002; Yu vd., 2011; Zhao vd., 2002).

BR sinyal yolunun ¢ekirdek TF'si olarak Arabidopsis'teki (Arabidopsis thaliana)
BES1/BZR1, protein diizeyinde %88 dizi benzerligine sahiptir ve N-terminalinde
DNA'ya baglanan atipik bir BHLH alani igerir. Ayrica, sirastyla E-box (CANNTG) ve
BRRE (CGTGT/CG) elementleri ile etkilesime girdikleri bildirilmistir (He vd., 2002;
Yin vd., 2005) ve ilging bir sekilde, BES1/BZR1 sirasiyla transkripsiyonel
aktivatorler/represorler olarak tanimlanmistir (Yin vd., 2005). Bununla birlikte,
islevsel farkliliklarin arkasindaki mekanizma hala belirsizdir (Gendron ve Wang,
2007). Gliniimiizde, calismalar BES1'in dogrudan seliiloz sentazin (CESA) iistakim
(upstream) elemanlarina baglanabildigini ve hiicre genislemesini ve uzamasini
diizenlemek i¢in gen ifadesini etkileyebildigini gostermistir (Xie vd., 2011). Buna ek
olarak, MYBL2 transkripsiyonda BES1 tarafindan inhibe edilir, bdylece hiicre
uzamasini etkiler (Ye vd., 2012). BES1 ayrica MDP40'a baglanabilir ve BR aracili
hipokotil uzamasini diizenleyebilir (Wang vd., 2012). Tapetal Gelisim ve Fonksiyon
1 (TDF1), Sporocyteless/Nozzle (SPL/NZZ), Erkek Sterilitesil (MS1) ve Erkek
Sterilitesi2 (MS2) gibi anter ve polen gelisimi i¢in gerekli bir¢ok anahtar gen, bu
genlerin ifadesini diizenleyerek iireme ve tohum gelisimini etkileyen BESI'in
dogrudan hedefleridir (Ye vd., 2010). BES1 ayrica bitkilerin abiyotik streslere verdigi
tepkilerde de rol oynar. JUN-GBRUNNENI (JUBI1) yaslanmay1 geciktirebilir ve
bitkinin tuz ve 1stya kars1 toleransini artirabilir ve aktivitesi BES1 tarafindan dogrudan
inhibe edilebilir (Shahnejat-Bushehri vd., 2012). BES1 ayrica farkli kosullar altinda
bliylime ve kuraklik tepkilerini koordine etmek i¢in NAC kodlayan TF genleri
Responsive To Desiccation 26 (RD26) ve WRKY'lerin (WRKY46, WRKY54 ve
WRKY70) promotorlerine baglanabilir (Chen ve Yin, 2017).

BR, ¢ok uzun zincirli yag asidi (VLCFA) biyosentezini modiile ederek pamuk lifi
uzamasini kontrol eder. BR eksikligi, VLCFA biyosentezinde yer alan hiz sinirlayici
enzimler olan 3-ketoasil-CoA sentazlarin (GhKCS'ler) ekspresyonunu azaltarak
pagodal (pagl) mutant liflerinde daha diisiik doymus VLCFA igerigine yol agar. In
vitro oviil kiiltiri deneyleri, BR'nin VLCFA'larin yukarisinda hareket ettigini
gostermektedir. BR sinyal yolunun bir ana transkripsiyon faktoriinii kodlayan BRI1-

EMS-SUPPRESOR 1.4'tin (GhBES1.4) susturulmasi, lif uzunlugunu énemli Slgiide
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azaltirken, GhBES1.4 asir1 ekspresyonu daha uzun lifler iiretir. GhBES1.4 endojen
VLCFA igeriklerini diizenler ve GhKCS10_ At promotor bolgesindeki BR Response
Elements'e (BRRE'ler) dogrudan baglanir, bu da endojen VLCFA igeriklerini artirmak
icin GhKCSI10 At ifadesini diizenler. GhKCS10 At asir1 ekspresyonu pamuk lifi
uzamasin1 tesvik ederken, GhKCS10 At susturma pamuk lifi biiyiimesini
engelleyerek GhKCS10 At icin lif uzamasinda pozitif bir diizenleyici rolii
desteklemektedir. Genel olarak, bu sonuglar tek hiicre diizeyinde BR ve VLCFA'lar
arasindaki ¢apraz konugma yoluyla bir lif uzama mekanizmasini ortaya ¢ikarmaktadir

(Yang vd., 2023).

Transkriptom analizi ve transgenik bitki hatlar {izerinde yapilan arastirmalar, bitki
hormonu biyosentezinde ve lif gelisiminde yer alan sinyal yolaklarinda birkag gen
tanimlamistir. Bitki hormonlarina ek olarak, reaktif oksijen tiirleri ve doymus ¢ok uzun
zincirli yag asitlerinin (VLCFA'lar) de lif uzamasini tesvik ettigi gosterilmistir (Qin
vd., 2007; Qin ve Zhu, 2011; Tang vd., 2014; Yang vd., 2020). Bununla birlikte, ¢esitli

hormonlar ve metabolitler arasindaki potansiyel iligki belirsizligini korumaktadir.

Belirli BR konsantrasyonlari, in vitro oviil kiiltiirlerinde pamuk liflerinin baglamasini
ve uzamasini tesvik eder (Li vd., 2022; Sun vd., 2005). Lif uzamasi sirasinda BR
biyosentez genlerinin ifadelerinin artmasi, BR'nin lif gelisimine katkida bulundugunu
isaret etmektedir (Shi vd., 2006). BR biyosentez geni Steroid 5a-Reductase DE-
Etoliated2'nin (GhDET?2) baskilanmasiyla BR eksikligi olan pamuk mutantlarinda lif
uzunlugu Onemli Olglide azalmistir. Buna karsilik, BR biyosentez veya sinyal
genlerinin asir1 ifadesi daha uzun liflerle sonuglanir (Yang vd., 2014; Zhao vd., 2018;
Zhou vd., 2015). Son zamanlarda, bHLH TF Fiber-Related Proteinl GhFP1'in BR
biyosentezini ve sinyalini modiile ederek lif uzamasini tesvik ettigi bulunmustur (Liu
vd., 2020). Bir bagka bHLH TF olan Fiber-Related Protein2 (GhFP2), Activators For
Cell Elongationl (GhACE]I) ile birlikte pamuk lifi uzamasini antagonistik olarak
diizenler (R. Lu vd., 2022). Bu kesiflere ragmen, BR sinyalinin lif gelisimini hangi

mekanizma aracilifiyla diizenledigi anlagilamamugtir.
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1.6 Kenevir Uzerine BR Arastirmalarinda Bilgi Acig

Brassinosteroidlerin (BR) ¢esitli bitki gelisim siire¢lerindeki iyi belgelenmis rollerine
ragmen, kenevir lif gelisimi {zerindeki etkilerine odaklanan bir arastirma
bulunmamaktadir. BR'ler, pamuk gibi diger lif lireten bitkilerde kapsamli bir sekilde
incelenmis ve lif uzamasi ve kalitesi iizerindeki 6nemli etkilerini ortaya koymus olsa
da (Perez, 2018; Yang vd., 2023), kenevirde benzer bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Kenevir liflerinin ekonomik 6nemi ve endiistriyel uygulamalar igin siirdiiriilebilir
dogal liflere yonelik artan kiiresel ilgi gbz oniine alindiginda, bu arastirma eksikligi

ozellikle dikkat ¢ekicidir.

Kenevir lifleri, floem dokusundaki konumlar1 ve diger sak liflerine kiyasla seliiloz
bakimindan zengin ve lignin bakimindan diisiik olan bilesimleri nedeniyle benzersizdir
(Liu vd., 2015). Bu ayirt edici oOzellikler, BR'lerin kenevir lifi gelisimini
etkileyebilecegi mekanizmalarin diger tiirlerde gozlemlenenlerden farkli olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, hedefe yonelik ¢aligmalar olmaksizin, BR'lerin
kenevir lifi verimini ve Kkalitesini artirma potansiyeli biiyiik olglide spekiilatif
kalmaktadir. Bu bilgi bosluguna cesitli faktorler katkida bulunmaktadir. Tarihsel
olarak, kenevir yetistiriciligini ¢evreleyen yasal kisitlamalar ve diizenleyici engeller,
bilimsel kesif ve finansman firsatlarii smirlamistir (Salentijn vd., 2015). Sonug
olarak, kenevir biiylimesi ve lif gelisiminin hormonal diizenlemesi iizerine BR
perspektifi ile temel galigmalar eksiktir. Dahasi, kenevirin bir tiir olarak karmasikligi,
farkli kemotipleri ve kullanimlari ile farkli ¢esitler arasinda standartlastirilmis

aragtirmalar yiiriitmek igin zorluk katmanlar1 ekler (Schluttenhofer ve Yuan, 2017).

Kenevir icin mevcut genomik ve molekiiler kaynaklarin sinirli olmasi, BR'lerin
rollerine iliskin arastirmalar1 daha da zorlastirmaktadir. Yakin zamana kadar kenevir
icin genomik diziler ve transkriptomik veriler oldukca smirliydi, bu da ayrintili
molekiiler analizler yapmay1 zorlastirmaktaydi (Grassa vd., 2021). Bu veri azligi,
kenevir lifi gelisimine 6zgii BR sinyal yollarinda yer alan genleri ve transkripsiyon

faktorlerini tanimlama ve karakterize etme yetenegini kisitlamistir.

BR'lerin kenevir {izerindeki etkilerini anlamak sadece akademik bir ilgi alan1 degil,

ayn1 zamanda tarim ve endistri i¢in pratik sonuglar da dogurmaktadir. BR'ler lif
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ozelliklerini iyilestirmek icin kullanilabilirse, yiliksek kaliteli dogal liflere yonelik
artan talebi karsilamay1 amaglayan ciftciler ve yetistiriciler i¢in degerli bir ara¢ haline
gelebilecektir (Amaducci vd., 2015). Ayrica, BR aracili yolaklara iligskin bilgiler,
kenevir yetistiriciliginde BR'ye duyarli ¢esitlerin gelistirilmesi veya lif verimini artiran

optimize edilmis biiylime protokolleri gibi yenilik¢i yaklasimlara yol agabilir.

Bu konuda kapsamli ¢aligsmalarin olmamasi, bitki bilimi ve agronomi alaninda 6nemli
bir boslugu temsil etmektedir. Bu boslugun giderilmesi, kenevirin siirdiiriilebilir bir
iriin olarak potansiyelinden tam olarak faydalanmak ve bitkilerde hormonla
diizenlenen lif gelisiminin daha genis bir sekilde anlasilmasina katkida bulunmak i¢in
gereklidir. Ozellikle Narl1 ve Vezir gibi yerel olarak énemli gesitlerde BR'lerin kenevir
lifi gelisimi {lizerindeki spesifik etkilerine odaklanan arastirmalar, temel biyoloji ve

pratik uygulamalar arasinda koprii kuran degerli bilgiler saglayabilir.

Bu tez, BR uygulamalarinin kenevir lifi gelisimini morfolojik diizeyde nasil
etkiledigini sistematik olarak arastirarak bu boslugu doldurmay1 amaglamaktadir. Bitki
biiylime parametrelerinin ayrintili analizleri ile g¢alisma BR'lerin lif olusumu
tizerindeki etkilerini anlamay1 hedeflemektedir. Ayrica, gelismis biyoinformatik ve
yapay zeka yaklagimlarini entegre ederek, kenevirde bulunan anahtar transkripsiyon
faktorlerini tanimlamaya c¢alismaktadir. Bu tiir bulgular, 1slah programlarini,
yetistirme uygulamalarini bilgilendirme ve nihayetinde kenevir liretiminin ekonomik

ve ¢evresel siirdiiriilebilirligini artirma potansiyeline sahiptir.

1.7  Bitki Biiyiime ve Gelismesinde Transkripsiyon Faktorleri (TF)

Transkripsiyon faktorleri (TF'ler), gen ekspresyonunu diizenleyen hiicresel
mekanizmanin ayrilmaz bilesenleridir ve bitkilerde ¢ok cesitli biyolojik siireclerin
kontroliinde 6nemli bir rol oynarlar. Bunlar, tipik olarak hedef genlerin promotor
bolgelerinde spesifik DNA dizilerine baglanan ve bu genlerin transkripsiyonunu tesvik
eden veya inhibe eden proteinlerdir. Bu diizenleme, bitki biliylimesini, gelisimini ve
cevresel uyaranlara verilen tepkileri diizenlemek icin gereklidir ve genlerin dogru
zamanda, yerde ve diizgiin isleyis icin gereken seviyelerde ifade edilmesini saglar

(Gonzalez, 2015; Spitz ve Furlong, 2012).
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Molekiiler diizeyde, TF’ler hiicre boliinmesini, farklilagmasini ve uzamasini kontrol
eden gen aglarm aktive ederek veya baskilayarak bitki gelisimini etkiler. Ornegin,
AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) TF ailesi, embriyogenez, organogenez ve
tropik tepkiler gibi siiregler icin hayati 6nem tasiyan bitki hormonu oksine verilen
tepkilere aracilik eder. ARF'ler gen promotorlerindeki oksin duyarli elementlere
baglanarak hiicre genislemesi ve boliinmesinde rol oynayan genlerin ifadesini modiile
eder (Weijers ve Wagner, 2016). Benzer sekilde, APETALA2/ETHYLENE
RESPONSIVE FACTOR (AP2/ERF) ailesi, ¢igek gelisimi ve stres tepkileriyle iliskili
genleri diizenleyerek TF'lerin bitki fizyolojisinde oynadigi cesitli rolleri vurgular

(Phukan vd., 2016).

Transkripsiyon faktorleri ayrica bitkilerde flavonoidler, terpenoidler ve alkaloidler
gibi bilesiklerin biyosentezini iceren ikincil metabolizmanin diizenlenmesine de
onemli Olglide katkida bulunur. Bu metabolitler bitki savunma mekanizmalari igin
onemlidir ve farmasotikler, tatlar ve kokularda kullanilmalari nedeniyle Onemli
ekonomik degere sahiptir. Ornegin MYB transkripsiyon faktorlerinin, hiicre duvari
olusumunu ve pigmentasyonu etkileyen lignin ve flavonoidlerin iiretimini etkileyerek
fenilpropanoid yolunu diizenledigi bilinmektedir (Dubos vd., 2010). Xu vd. (2022)
tarafindan yapilan son ¢alismalar, belirli MYB TF'lerinin manipiile edilmesinin, bitki
bliylimesini olumsuz etkilemeden faydali ikincil metabolitlerin birikimini

artirabilecegini gostermistir (Sabir vd., 2022).

Stres tepkileri baglaminda, transkripsiyon faktorleri bitkilerin kuraklik, tuzluluk ve
asir1 sicakliklar gibi abiyotik streslere uyum saglamasini saglayan ana diizenleyiciler
olarak hareket eder. NAC (NAM, ATAF1/2 ve CUC2) TF ailesi, abiyotik stres
toleransindaki rolii nedeniyle kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bu TF'ler ozmotik
denge, reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi ve strese duyarl sinyal yollarinda yer
alan genleri diizenler. Ornegin, piringte belirli NAC TF'lerinin asir1 ekspresyonunun,
stoma kapanmasini ve kok mimarisini modiile ederek gelismis kuraklik toleransi

sagladig1 gosterilmistir (Jeong vd., 2010).

WRKY ailesi, hem abiyotik hem de biyotik stres tepkilerine katilan bir bagka
transkripsiyon faktorii grubudur. WRKY TF'leri, hedef genlerin promotérlerindeki W-

box elemanlarina baglanarak patojen savunmasi, yaslanma ve hormon sinyali gibi
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stiregleri diizenler. Chen vd. (2019), domates bitkilerinde belirli bir WRKY TF'nin
asir1 ekspresyonunun, savunma ile ilgili genleri aktive ederek bakteriyel patojenlere
karst direnci artirdigimi ve iriin gelistirme stratejilerinde TF'lerin potansiyelini

gosterdigini bildirmistir.

Gelisimsel diizeyde, transkripsiyon faktorleri ¢igeklenme zamani, tohum gelisimi ve
morfogenezin diizenlenmesi igin gereklidir. LEAFY (LFY) ve FLOWERING LOCUS
T (FT) TF'leri, fotoperiyot ve sicaklik gibi cevresel ipuglarini endojen hormonal
sinyallerle entegre ederck vejetatif biiyiimeden ¢igeklenmeye gecisin  kilit
diizenleyicileridir (Andrés ve Coupland, 2012). Bu TF'lerin manipiilasyonu, bitkileri
farkli iklim kosullarina adapte etmek ve verimi artirmak igin degerli olan ¢igeklenme

zamanlarini degistirebilir.

Transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenen karmasik aglari anlamak, bitki
gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 desifre etmek ic¢in esastir.
Genomik teknolojiler ve biyoinformatik alanindaki gelismeler, cesitli bitki tiirlerinde
cok sayida TF'nin tanimlanmasini ve islevsel karakterizasyonunu saglamistir. Bu bilgi,
artan stres toleransi, gelismis besin icerigi ve daha yiiksek biyokiitle iiretimi gibi
gelismis  Ozelliklere sahip genetigi degistirilmis  bitkilerin  gelistirilmesini

kolaylastirmaktadir (Jin vd., 2016).

Ogzetle, transkripsiyon faktorleri bitkilerde bilyiime, gelisme ve cevresel zorluklara
verilen tepkileri belirleyen gen ifade modellerini kontrol eden 6nemli diizenleyiciler
olarak hizmet eder. Karmagik gen aglarii modiile etme yetenekleri, onlar1 mahsul
performansini ve siirdiiriilebilirligini iyilestirmeyi amaglayan aragtirmalar i¢in dnemli
hedefler haline getirmektedir. Bilim insanlari, TF'lerin rollerini ¢ozerek, siirekli
degisen bir ortamda gida, lif ve biyoaktif bilesikler i¢in artan talepleri karsilama

potansiyellerini kullanabilirler.

1.8  Cannabis sativa’da Bulunan Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri (TF'ler), belirli DNA dizilerine baglanarak gen ifadesini
diizenleyen ve hedef genlerin transkripsiyonunu etkileyen proteinlerdir. Bu proteinler

biiyiime, geligsme, stres tepkileri ve metabolik yollar gibi biyolojik siirecleri kontrol
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eder. Tarimsal biyoteknolojide, transkripsiyon faktorleri mahsul verimliligini,
dayanikliligimi ve kalitesini artirmadaki doniistiiriicii potansiyelleriyle giderek daha
fazla taninmaktadir. TF'lerin kapsamli bir sekilde anlagilmasi, verimi artirmak, stres
toleransini gelistirmek ve metabolik ¢iktilar1 optimize etmek igin bitki 6zelliklerinin
manipiile edilmesinde etkili olmustur (Feng vd., 2020; Liu ve Stewart Jr, 2016; Piatek
vd., 2015; Wei vd., 2022). Onemli endiistriyel ve tibbi degere sahip bir tiir olan
Cannabis sativa, hem endiistriyel kenevir hem de tibbi marihuana olarak ikili faydasi
nedeniyle bu tiir manipiilasyonlar i¢in essiz bir firsat sunmaktadir. Ekonomik ve
terapotik onemine ragmen, C. sativa {izerine yapilan aragtirmalar pargali kalmakta ve

bu tlire 6zgii merkezi bir TF veri havuzuna duyulan ihtiyacin altin1 ¢izmektedir.

Birka¢ TF, C. sativa'da kannabinoid biyosentezinin dnemli diizenleyicileri olarak
belirlenmistir. CsWRKY1 ve CsMYBI1, marihuanada tetrahidrokanabinolik asit
(THCA) tiretimini kontrol eden THCAS promotoriiniin negatif diizenleyicileri olarak
hareket eder. Ayn1 zamanda CsAP2L1, kannabinoidlerin sentezlendigi trikomlarda
THCAS ekspresyonunu pozitif olarak diizenler (Y. Liu vd., 2021). Ek olarak, kenevir
ciceklerinde ifade edilen bZIP transkripsiyon faktorlerinin, kannabinoid yollar1 da
dahil olmak {iizere ikincil metabolizmay1 diizenledigi ve dokuya 6zgii metabolik
stiregleri koordine etmek i¢in kritik 6neme sahip oldugu bilinmektedir (M. Lu vd.,
2022). MYB ve bHLH ailelerinin iiyeleri, kenevirin metabolik ¢esitliligini etkileyerek
hem kannabinoid hem de flavonoid sentezinin diizenlenmesine katkida bulunur.
Genom ¢apinda yapilan analizler, kannabinoid verimini artirabilecek aday diizenleyici
genler saglayarak mahsuliin iyilestirilmesi i¢in umut verici yollar sunmustur

(Bassolino vd., 2020).

Ikincil metabolizmadaki rollerine ek olarak, transkripsiyon faktorleri, hiicre duvar
biyosentezi ve modifikasyonunda yer alan genleri diizenleyerek kenevir lifi
gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Son g¢alismalar, C. sativa'da ikincil hiicre duvari
olusumu ile iligkili NAC ve MYB gibi birka¢ TF ailesini tanimlamistir. Guerriero vd.
(2017) kenevir saplarinin transkriptom analizini ger¢eklestirmis ve lif gelisim
asamalarinda yiiksek oranda ifade edilen NAC transkripsiyon faktorlerini
tanimlayarak lignin ve seliiloz biyosentezine dahil olduklarin1 6ne siirmiislerdir

(Guerriero vd., 2017). Benzer sekilde, Zhao vd. (2020), bazit MYB transkripsiyon
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faktorlerinin kenevir saplarinda yukari regiile edildigini ve lif mukavemeti ve kalitesi

icin kritik olan seliiloz sentaz genlerini diizenleyebilecegini bulmustur.

Transkripsiyon faktorleri ayrica biyotik ve abiyotik streslere verilen tepkilere de
onemli ol¢iide aracilik eder. WRKY ve NAC aileleri katlanmamais protein tepkilerini
diizenler ve ¢evresel stresin etkilerini azaltir (Sun vd., 2013). CsbZIP genleri, gevresel
ipuclaria transkripsiyonel tepkilere aracilik ederek abiyotik stres toleransina katkida
bulunur (Ng vd., 2018). Lif gelisimi baglaminda, WRKY transkripsiyon faktorleri,
hiicre duvar1 yeniden sekillenmesi ile iliskili genlerin diizenlenmesinde rol oynamustir.
Kenevirdeki dogrudan calismalar sinirli olsa da, diger lif bitkilerindeki aragtirmalar
WRKY TF'lerin ekspansin gen ekspresyonunu etkileyebilecegini, hiicre uzamasini ve
lif uzamasmi tesvik edebilecegini gostermektedir (Wang vd., 2010). Endistriyel
kenevirdeki HD-ZIP IV transkripsiyon faktorleri, lif kalitesi i¢in gerekli olan trikomlar
da dahil olmak iizere epidermal gelisimi diizenler. Ifadeleri ¢icek olgunlugu ile
iliskilidir ve kenevir gesitlerinde lif tiretimini iyilestirme ¢abalarini destekler (Ma vd.,
2022). Ayrica, LBD ailesinin iiyeleri, 6zellikle CsSLBD21 ve CsLBD23, saplarda ve
ciceklerde ifade edilir ve lif tiretimiyle ilgili yapisal gelisimi etkiler (Zhen vd., 2020).

bHLH transkripsiyon faktorleri lif hiicrelerinin farklilasmasinda anahtar diizenleyiciler
olarak tanimlanmistir. Kenevirde dogrudan kanitlar ortaya g¢ikarken, ilgili bir sak lif
riinii olan ketende (Linum usitatissimum) yapilan ¢alismalar, bHLH TF'lerin lif
gelisimi i¢in kritik olan ikincil duvar olusumunu diizenledigini gostermistir (Zhong ve
Ye, 2009). Keten ve kenevir lifleri arasindaki benzerlikler goz 6niine alindiginda,
bHLH TF'lerin kenevir lifi biyosentezinde benzer bir rol oynamasi olasidir ve

Cannabis sativa'da daha fazla aragtirma yapilmasini gerektirir.

THCAS ve CBDAS gibi kannabinoid sentaz genlerinin transkripsiyonel
diizenlemesinin anlasilmasi, belirli THC/CBD oranlarina sahip tibbi kenevir igin
hedefli 1slaht miimkiin kilmaktadir (Van Bakel vd., 2011). HD-ZIP ve LBD gibi
TF'lerin genetik manipiilasyonu, diisiik THC'li kenevir ¢esitlerinde lif kalitesini ve
adaptasyon kabiliyetini artirmak icin firsatlar sunmaktadir. Islah programlarinda
WRKY ve NAC ailelerinden yararlanmak, agik havada kenevir yetistiriciligi i¢in kritik

olan cevresel stres faktorlerine kars1 dayaniklilig: artirabilir.
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Bu transkripsiyon faktorlerinin kenevir lifi gelisimindeki ayrilmaz rolleri géz oniine
alindiginda, Cannabis sativa'ya o6zgii TF'leri derleyen kapsamli bir veri tabani
arastirma ve 1slah cabalarimi biiylik Ol¢lide kolaylastiracaktir. Boyle bir kaynak,
genetik iyilestirme icin aday genlerin tanimlanmasini saglayacak ve lif kalitesi
ozellikleri i¢in molekiiler belirteglerin gelistirilmesini destekleyecektir (Guerriero vd.,
2017). TF'lerin genel islevlerini kenevir lifi gelisiminin 6zel baglamina baglanarak, lif
olusumunun altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 daha iyi anlayabilir ve bu ¢ok

yonlii bitkinin endiistriyel uygulamalarini gelistirmek i¢in c¢alisabiliriz.

1.9  Bitki Biliminde Biyoinformatik ve Yapay Zeka Alanindaki Gelismeler

Genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik veri kiimelerindeki tstel artis,
bitki biliminde devrim yaratmis ve karmasik biyolojik siirecleri arastirmak i¢in benzeri
goriilmemis firsatlar sunmustur. Biiylik Olclide manuel kiiratorliige ve temel
istatistiksel yaklasimlara dayanan geleneksel veri analizi yontemleri, bu genis ve
karmagik veri kiimelerinden tam olarak yararlanmak i¢in artik yeterli degildir. Bu
sinirlama, bilgi hacminin biiyiikliiglinden, heterojen veri tiirlerini entegre etme
ihtiyacindan ve genler, proteinler ve cevresel faktorler arasindaki etkilesimlerin
karmasikligindan kaynaklanmaktadir. Sonu¢ olarak, alan, biiylik 6l¢ekli biyolojik
verilerin depolanmasi, geri alinmasi ve analizi i¢in tasarlanmis hesaplama araglar1 ve
veritabanlar1 gelistirmek i¢in biyoloji, bilgisayar bilimi ve istatistigi birlestiren
biyoinformatigin yiikselisine tanik olmustur (Buermans ve Den Dunnen, 2014,
Kersey, 2019).

Son yillarda, yiiksek verimli dizileme teknolojilerinin ortaya ¢ikmasi ve hesaplama
giiciindeki ilerlemeler, yeni analitik metodolojilerin oniinii agmistir. Yapay zekanin
(YZ) alt alanlar1 olan makine 6grenimi ve derin 6grenme, karmasik biyolojik veri
kiimelerinde Oriintli tanima ve 6ngoriicii modelleme i¢in 6zellikle giiclii yaklagimlar
olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yontemler, geleneksel teknikler kullanilarak tespit edilmesi
zor veya imkansiz olan gizli iliskileri ortaya ¢ikarabilir. Ornegin, yapay zeka odakl
modeller gen diizenleyici aglar1 tahmin edebilir, belirli 6zelliklerle baglantili aday
genleri belirleyebilir veya degisen ¢evresel kosullar altinda fenotipik sonuglari tahmin
edebilir, boylece 1slah ve iiriin gelistirme programlarini hizlandirabilir (Libbrecht ve

Noble, 2015; Saint-André, 2021; Wang vd., 2020).
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Biyoinformatik ve yapay zekanin bitki biliminde uygulanmasi, gen anotasyonu (ek
aciklama), yapisal ve fonksiyonel genomik, karsilagtirmali genomik ve markor
destekli seleksiyon gibi gorevler icin vazgegilmez hale gelmistir. Bu yontemler daha
sofistike hale geldikc¢e, laboratuvardaki zahmetli ve zaman alic1 prosediirleri azaltarak
deneysel aragtirmalart giderek daha fazla tamamlamaktadir. Sonu¢ olarak,
biyoinformatik ve yapay zekanin entegrasyonu, bitki biyolojisini sistem diizeyinde
anlama kapasitemizi artirarak tarim, koruma ve biyoteknolojide daha bilingli kararlara
rehberlik etmekte ve daha dayanikli ve iiretken mahsullere giden yolu

kolaylagtirmaktadir.

1.10 Protein Simiflandirmasi ve Biyoinformatikte Yapay Zeka Uygulamasi

Yapay zekanin (Al), 6zellikle makine 6grenimi (ML) ve derin 6grenmenin (DL)
entegrasyonu, biyoinformatigi derinden etkilemis ve biiyiik, karmasik biyolojik veri
kiimelerini yonetmek ve yorumlamak i¢in sofistike yontemler sunmustur. BLAST
(Altschul vd., 1990) gibi ilk hesaplama araglari, homolog dizileri tanimlamak igin
istatistiksel ilkeler uygulayarak dizi hizalama ve veritabani aramalarinda devrim
yaratmistir. Bu yOntemler alani onemli olgiide ilerletirken, genellikle dogrusal
olmayan iliskiler, karmasik evrimsel gecmisler ve proteinlerin yapisal karmasikligi ile
miicadele ettiler (Baldi ve Brunak, 2001; Gromiha, 2010; Petrey ve Honig, 2009). Bu
sinirlama, Orilintiileri dogrudan ham biyolojik verilerden 6grenebilen yaklasimlarin
Oniinii agmistir. Biyoinformatik olgunlastik¢a, Destek Vektor Makineleri, Naive Bayes
Siniflandiricilart ve K-En Yakin Komsular gibi klasik makine 6grenimi algoritmalari
ara ¢Oziimler olarak ortaya ¢ikti ve tamamen istatistiksel yontemlerden daha dogru
tahminler sagladi. Bu makine 6grenimi teknikleri gen tahmini, motif kesfi ve protein
islevi ek agiklamasi1 gibi gorevleri gelistirmistir (Strodthoff vd., 2020). Ancak asil
atilim, hiyerarsik ve baglama bagli Ozellikleri otomatik olarak ¢ikarmak igin
Tekrarlayan Sinir Aglari (RNN'ler) ve Evrisimsel Sinir Aglar1 (CNN'ler) gibi
mimarilerden yararlanan derin 6grenme ile geldi. Bu degisim, arastirmacilarin
transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi tahmini ve sekans-fonksiyon iligkisi ¢ikarimi
dahil olmak tizere daha karmasik sorular1 daha yiiksek dogrulukla ele almalarini
saglamistir (Asgari ve Mofrad, 2015; Naveenkumar vd., 2018). Bir dizi ¢alisma bu

ilerlemeyi 6rneklemektedir. Gong vd. (2023), transkripsiyon faktorlerini tahmin etmek
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icin konvoliisyon ve dikkat mekanizmalarini entegre ederek %97,8 dogruluk elde
etmistir (Gong vd., 2023). Bu basar1 sadece DL modellerinin geleneksel yaklagimlar
tizerindeki giicliniin altim1 ¢izmekle kalmamis, ayn1 zamanda dizi verilerindeki uzun
menzilli bagimliliklar1 yakalamak i¢in dikkat katmanlarinin degerini de gostermistir.
Benzer sekilde, Strodthoff vd. (2020) enzim simiflandirma dogrulugunu artirmak i¢in
Word2Vec katigtirmalariyla birlestirilmis CNN ve LSTM tabanli modeller kullanarak
vektorlestirme tekniklerinin ve DL mimarilerinin dizi karmasikligim onceki
yontemlerden daha etkili bir sekilde nasil ele alabilecegini gostermistir (Strodthoff vd.,
2020). Ayrica, transkripsiyon faktorii dizisi 6zgilliigii (Zhang vd., 2021) ve baglanma
bolgesi tespiti (Koo ve Ploenzke, 2020) iizerine yapilan arastirmalar, DL'nin
geleneksel algoritmalar i¢in genellikle zor olan ince kaliplart ayirt etme kapasitesini

vurgulamaktadir.

YZ, protein ve transkripsiyon faktorii siniflandirmasimin 6tesinde, mahsulle ilgili
uygulamalara da uzanmistir. C. sativa'da Aasim vd. (2022), endiistriyel kenevirin
c¢imlenme ve bilylime endekslerini optimize etmek i¢in Random Forest (RF) ve
Multilayer Perceptron (MLP) modelleri dahil olmak iizere makine 06grenimi
algoritmalarin1 kullanarak bahgecilik yonetimi i¢in eyleme gegirilebilir bilgiler
saglamistir (Aasim vd., 2022). Baska bir ¢alisma, C. sativa'nin invazif olmayan
kemotip siniflandirmasinda %91,23 dogruluk elde etmek i¢in NIR-hiperspektral
goriintiilemeyi makine 6grenimi ile birlestirerek yapay zekanin hizli ve giivenilir
fenotipik degerlendirmeleri nasil kolaylastirabilecegini gostermistir (San Nicolas vd.,
2024).

Bu gelismeler toplu olarak, YZ'nin biyoinformatik alanimi erken istatistiksel
yontemlerin sinirlamalarinin 6tesine nasil tagidigini gostermektedir. YZ giidiimlii
modeller, karmasik veri kiimelerindeki gizli iliskileri ortaya cikararak deneysel
maliyetleri azaltmakta, kesif zaman cizelgelerini hizlandirmakta ve daha rafine
hipotezler iiretmektedir. Bu tez baglaminda, protein siniflandirmasi, transkripsiyon
faktorii islevselligi tahmini ve biiyiik 6lgekli Cannabis sativa TF veri kiimelerinin
islenmesi i¢in derin 6grenme modellerinin uygulanmasi ¢ok dnemli olacaktir. Bu tiir
yaklasimlar, kenevirde lif gelisimi ve metabolik diizenlemenin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasina yardimci olacak ve sonugta daha verimli 1slah

stratejileri ve siirdiiriilebilir mahsul iyilestirmeleri hakkinda bilgi verecektir.
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1.11 Cannabis sativa'da Ozel Bir TF Veritabam Ihtiyaci

Cannabis sativa'nin biiylime, gelisme ve metabolik uzmanlagsmasini yoneten karmasik
diizenleyici aglar, bu tiire adanmis merkezi, 6zel bir transkripsiyon faktorii (TF)
veritabanina sahip olmay1 gerekli kilmaktadir. Boyle bir kaynak, fizikokimyasal
ozellikler, korunmus motifler, ekzon-intron yapilari, filogenetik iliskiler ve protein-
protein etkilesim haritalar1 ile birlikte TF ailelerinin genomik, transkriptomik ve
proteomik dizileri de dahil olmak tizere molekiiler verileri birlestirecektir. Bu veri
tabani, cis-diizenleyici element analizlerini ve tahmin edilen ii¢ boyutlu yapilari
entegre ederek, arastirmacilarin ve yetistiricilerin temel 6zellikleri hassas ve bilingli
bir sekilde manipiile etmelerini saglayacaktir. Ozel bir TF veri taban1 hem bilimsel
arastirmalart1 hem de endiistriyel uygulamalar1 déniistiirme potansiyeline sahiptir.
Karsilastirmali genomik biiyiik l¢iide kolaylasacak, fonksiyonel genomik caligsmalari
hizlandiracak ve kannabinoid biyosentezinden lif iiretimine kadar ¢esitli siireglerde yer
alan TF ailelerine iliskin evrimsel i¢goriiler saglayacaktir. WRKY, MYB, NAC ve
bZIP aileleri dahil ancak bunlarla sinirli olmamak iizere bu TF'ler, ¢esitli uygulamalar
icin hem tibbi marihuana hem de endiistriyel kenevir ¢esitlerini optimize etmenin
ayrilmaz bir pargasidir. Bu veri taban, {iriin verimini ve kalitesini artirmanin 6tesinde,
stirdiiriilebilir ve yenilik¢i tarim uygulamalarina rehberlik edebilir, sentetik biyoloji
cabalarin1 destekleyebilir ve biyoteknolojik ve farmasotik gelismeleri ilerletebilir.
Yapay zeka ve biyoinformatigin bu veri tabanina dahil edilmesi, veri tabaninin
faydasin1 daha da artiracaktir. Protein smiflandirmas: ve TF tahmininde etkinligi
kanitlanmis olan yapay zeka odakli modeller, aksi takdirde gizli kalabilecek kaliplar
ve evrimsel iligkileri belirlemek i¢in biiytik veri kiimelerini hizla analiz edebilir. Derin
o6grenme metodolojileri protein ve transkripsiyon faktorii ¢alismalarinda umut vaat
ederken, nispeten az sayida goriintli tabanl derin 6grenme yaklasimi 6zellikle C.
sativa'ya uygulanmistir. Bu ¢aligmada kullanilan metin tabanli TF protein veri modeli,
literatiirdeki kritik bir boslugu gidermekte ve tiiriin kendine 6zgii taleplerine gore

uyarlanmis bir kaynak olusturmanin 6nemini vurgulamaktadir.

Sonug olarak, Cannabis sativa igin 6zel bir TF veritabani olusturulmasi oldukga
gereklidir. Bu veri taban1 gelecekteki arastirmalar i¢in saglam bir temel olusturacak,
daha dogru 6zellik manipiilasyonuna olanak saglayacak ve bilimsel bilgiye onemli

6l¢iide katkida bulunacaktir. Veri tabani, en yeni hesaplama tekniklerini geleneksel
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bitki bilimi ile birlestirerek yalnizca kenevir biyolojisi anlayisimizi zenginlestirmekle
kalmayacak, ayn1 zamanda mahsul gelistirme, farmasotik arastirma ve siirdiiriilebilir

tarimda 6nemli ara¢ olarak kullanilabilecektir.

1.12  Yerel Kenevir Cesitlerinin incelenmesinin Onemi: Narl ve Vezir

Narli ve Vezir gibi yerel kenevir gesitlerinin arastirilmasi, hem bolgesel tarim hem de
Cannabis sativa arastirmalarinin daha genis baglami igin biiyiik 6nem tasimaktadir.
Ondokuz Mayis Universitesi ve Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’niin ortak
cabalariyla gelistirilen bu gesitler Mart 2021'de resmi olarak tescil edilmistir (Bahar,
2022). Tirkiye'nin Samsun bolgesinin kendine 6zgii ekolojik kosullarina uygun titiz
1slah programlarinin {irtinleri olan Narli ve Vezir, kendilerini diger kenevir

cesitlerinden ayiran benzersiz genetik 6zelliklere sahiptir.

Ozellikle Narli, lif verimi ve kalitesi agisindan dikkate deger bir performans
gostermistir. Aksoy ve Aytag (2021), Samsun'un ekolojik kosullart altinda Narli
¢esidinin dekar basina 79,34 kg tohum veriminin yani sira dekar basina 264 kg ile en
yiiksek lif verimini elde ettigini bildirmistir (Aksoy ve Aytag, 2021). Calismada ayrica
Narli'nin %36,9 ham yag ve %24,5 ham protein igerigine dikkat c¢ekilerek uygun
kimyasal bilesimi vurgulanmistir. Bu 0Ozellikler sadece ¢esidin lif {iretimi
potansiyelinin altim1 ¢izmekle kalmayip, aynm1 zamanda tohum yagi ¢ikarma ve

beslenme uygulamalari i¢in de degerini gostermektedir.

Benzer sekilde, Vezir ¢esidi de biiylime ve adaptasyon agisindan umut verici 6zellikler
gostermistir. Vezir ile ilgili detayli ¢alismalar daha az kapsamli olmasina ragmen, 6n
gozlemler lif yetistiriciliine uygun saglam morfolojik 6zelliklere sahip oldugunu
gostermektedir (Bahar, 2022). Bu yerel ¢esitlerin gelistirilmesi, verim ve kaliteyi
optimize etmek icin gerekli olan bolgesel iklim ve toprak kosullarina iyi adapte olmus

kenevir ¢esitlerine olan ihtiyaca stratejik bir yanattir.

Narl1 ve Vezir'in incelenmesi cesitli avantajlar sunmaktadir. Ik olarak, Cannabis
sativa i¢indeki genetik cesitliligin degerlendirilmesine olanak tantyarak, belirli genetik
ozelliklerin lif gelisimini ve genel bitki performansini nasil etkilediginin anlagilmasina

katkida bulunur. Pashi (2021), Narli ve Vezir de dahil olmak iizere yerel kenevir
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genotiplerinin verim, morfolojik, fizyolojik ve kalite 6zelliklerini inceleyerek
kapsamli bir degerlendirme yapmistir (Pasli, 2021). Bulgular, genotipler arasinda
onemli farkliliklar oldugunu ortaya koyarken, Narl1 14 hatt1 dekar bagina 248,44 kg ile
en yiiksek lif verimini sergilemistir. Bu tiir veriler, arzu edilen 6zellikleri gelistirmeyi

amaglayan 1slah programlarinda yerel ¢esitlerin 6nemini vurgulamaktadir.

Ikinci olarak, bu gesitlere odaklanmak bolge ciftgilerinin karsilastig1 pratik zorluklari
ele almaktadir. Narli ve Vezir'in yerel ¢evreye adaptasyonu, bolgesel zararlilara,
hastaliklara ve abiyotik streslere karsi daha dayanikli olacaklar1 anlamina gelmektedir.
Bu dayaniklilhik kimyasal girdilere bagimliligi azaltabilir, tretim maliyetlerini
diisiirebilir ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarini tegvik edebilir. Ayrica, bu gesitlere
Ozgli yetistirme tekniklerini optimize ederek, tekstil ve kompozit malzeme
endiistrilerinin taleplerini karsilayacak sekilde lif kalitesini ve verimini artirmak

miimkiindiir (Amaducci vd., 2015).

Narlt ve Vezir'in bolgesel onemi tarimin 6tesine uzanmaktadir. Bu ¢esitlerin ekimi,
kirsal kalkinmaya ve ekonomik biiylimeye potansiyel olarak katkida bulunacak
sosyoekonomik etkilere sahiptir. Ciftgilere yiiksek verimli ve yiiksek kaliteli kenevir
cesitleri saglayarak, yerel kenevir endiistrisini canlandirma, istihdam yaratma ve
katma degerli isleme faaliyetlerini tesvik etme firsatt olusturmaktadir. Bu durum,
kenevir liflerinin ¢evresel faydalariyla taninmaya basladigi stirdiiriilebilir ve ¢evre

dostu malzemelere yonelik kiiresel egilimlerle uyumludur (Salentijn vd., 2015).

Ayrica, Narli ve Vezir gibi yerel ¢esitlerin incelenmesi, degisen iklim kosullar altinda
1slah stratejileri hakkinda bilgi verebilir. Iklim degisikligi tarim igin yeni zorluklar
ortaya c¢ikardikga, belirli yerel kosullara 1yi adapte olmus ¢esitler giderek daha degerli
hale gelmektedir. Narli ve Vezir'de adaptasyon kabiliyeti saglayan genetik ve
fizyolojik mekanizmalarin anlasilmasi, kuraklik veya tuzluluk gibi stres kosullari
altinda gelisebilen yeni gesitlerin gelistirilmesine rehberlik edebilir (Schluttenhofer ve
Yuan, 2017).

Bu arastirma baglaminda, Narli ve Vezir'e odaklanmak, brassinosteroid
uygulamalarinin kenevir lifi gelisimi {izerindeki etkilerini aragtirmak i¢in somut bir
temel saglar. Genetik olarak farkli ve boélgesel olarak 6nemli olan ¢esitlerin

incelenmesiyle, caligma yerel tarim uygulamalarina dogrudan uygulanabilir bilgiler
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saglayabilir. Ayrica, arastirmadan kaynaklanan lif verimi veya kalitesindeki herhangi
bir gelisme, bolgesel paydaslar icin aninda fayda saglayabilir ve ¢aligmanin alaka

diizeyini ve etkisini artirabilir.

Sonug olarak, yerel kenevir ¢esitleri Narli ve Vezir'in incelenmesinin 6nemi, benzersiz
genetik ozelliklerinde, bdlgesel adaptasyon kabiliyetlerinde ve tarimsal iretkenligi ve
stirdiiriilebilirligi gelistirme potansiyellerinde yatmaktadir. Arastirmayi bu gesitlerin
0zel baglaminda temellendirerek, pratik zorluklari ele almak, kenevir biyolojisinin
bilimsel olarak anlasilmasina katkida bulunmak ve bolgenin ekonomik kalkinmasini

desteklemek miimkiindiir.
1.13 Cahsmanin Amaci ve Hedefleri

Bu galisgmanin temel amaci, brassinosteroid (BR) uygulamalariin Cannabis sativa'da
lif gelisimi lizerindeki etkilerini, 6zellikle Narli ve Vezir yerel ¢esitlerine odaklanarak
aragtirmaktir. Arastirma, bu etkileri morfolojik diizeyde inceleyerek, BR'lerin lif
biiyiimesini ve kalitesini etkilemesinin altinda yatan mekanizmalar1 aydinlatmay1
amaglamaktadir. Bu ¢aba, ekonomik ag¢idan 6nemli olan bu {iriin i¢in yetistirme
uygulamalarini optimize etme ve genetik iyilestirme konusundaki ilerlemeleri
engelleyen BR'lerin kenevir lifi gelisimindeki roliine iligkin literatiirde tespit edilen

onemli bilgi boslugunu ele almaktadir.

Kapsamli bir anlayis elde etmek i¢in calisma, BR'lerle muamele edilen kenevir
bitkilerinin ayrintili morfolojik degerlendirmeleri yapilmistir. Basta pamuk
(Gossypium hirsutum) olmak tizere diger lif bitkilerinde yapilan 6nceki arastirmalar,
BR uygulamalarinin hiicre uzamasini ve ikincil hiicre duvart biyosentezini tesvik
ederek lif kalitesini artirabilecegini gostermistir (Sun vd., 2015; Yang vd., 2023). Bu
arastirma, kenevirdeki benzer etkileri kesfederek, tarimsal uygulamalart dogrudan
bilgilendirebilecek ve bu yerel cesitlerde gelismis lif {iretimine katkida bulunabilecek

pratik bilgiler saglamay1 amaglamaktadir.

Bu aragtirmalara ek olarak, caligma Cannabis sativa'ya 6zgii 6zel bir transkripsiyon
faktorli veritabani olusturarak daha genis bilimsel topluluga katkida bulunacaktir.
Schluttenhofer ve Yuan (2017) tarafindan vurgulandigi iizere, bu tiirdeki TF

arastirmalariin parcali yapis1 goz oniine alindiginda, dizileri, islevsel ek agiklamalari

24



ve ifade kaliplar1 dahil olmak iizere TF'ler hakkinda kapsamli bilgi derlemek kritik bir
ihtiyaci ele almaktadir (Schluttenhofer ve Yuan, 2017). Bu veri tabani, kenevirde gen
diizenlemesi ve fonksiyonel genomigi arastiran arastirmacilar i¢in degerli bir kaynak
gorevi gorecek, karsilastirmali ¢alismalart kolaylastiracak ve alandaki gelismeleri

hizlandiracaktir.

Veritabaninin faydasim1 artirmak ve TF'lerin smiflandirilmasint ve tahminini
kolaylastirmak icin, calismada gelismis yapay zeka (AI) modelleri, 6zellikle de derin
ogrenme teknikleri uygulanmistir. YZ'nin biyoinformatige entegrasyonunun, Kim vd.
(2023) tarafindan protein smiflandirma gorevlerinde gosterildigi gibi, biiylik veri
kiimelerinin islenmesinde ve karmasik modellerin ortaya ¢ikarilmasinda etkili oldugu
kanitlanmistir (Kim vd., 2021). Arastirma, yapay zeka tabanli modeller kullanarak
Cannabis sativa'da TF tanimlama ve karakterizasyonunun dogrulugunu ve
verimliligini artirmayr amaglamaktadir. Bu yenilik¢i yaklagim sadece bitki
biyoinformatigini ilerletmekle kalmayip, ayn1 zamanda tarimsal aragtirmalarda en son

teknolojinin entegrasyonunu da 6rneklemektedir.

Bu nedenle, bu ¢alismanin hedefleri hem temel bilimsel arastirmalari hem de pratik
uygulamalar1 kapsamaktadir. BR'lerin kenevir lifi gelisimi iizerindeki etkilerini
aydinlatarak ve genetik ve biyoinformatik analizlere yardimci olacak kaynaklar
yaratarak, arastirma molekiiler biyoloji ve tarimsal uygulama arasindaki boslugu
doldurmay1 amaglamaktadir. Belirlenen bilgi bosluklar: ile bu uyum, kullanilacak
metodolojik yaklagimlar i¢in zemin hazirlamakta ve ¢alismanin siirdiiriilebilir tarim ve

iirlin gelistirmeye katkida bulunmadaki 6neminin altin1 ¢izmektedir.

25



2. YONTEM

2.1  Veri Tabam Olusturulmasi ve Yapay Zeka Aracinin Gelistirilmesi

2.1.1  Veri Toplama ve Veri Seti Hazirlama

Cannabis sativa L.'deki transkripsiyon faktorii (TF) proteinlerini siniflandirmak igin,
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) veri tabanindan genomik ve proteomik
veriler toplanmistir. Caligsma, tiir i¢indeki genetik cesitliligi yakalamak i¢in birden
fazla Cannabis sativa topluluguna odaklanmistir. Segilen derlemeler ve bunlara

karsilik gelen cesitler asagida listelenmistir:

Tablo 2.1 Derin 6grenme modelinin egitiminde kullanilan genom birlestirmeleri

Erisim Numarasi Cesit
GCA 016165845.1 Cannbio-2
GCA_003660325 Jamaican Lion DASH (Cs_JLD)

GCA _003417725 Finola (Cs_FN)

GCA 000230575 Purple Kush (Cs_PK)

GCA_900626175 CBDRx-18 (Cs_CBD)

GCA_002090435 Pineapple Banana Bubba Kush (Cs_PBK)
GCA_001510005 LA Confidential (Cs_LAC)

GCA_001509995 Chemdog91 (Cs_CD91)
GCA 001865755 Cannatonic (Cs_CAN)

Veri kiimesinin temelini olusturmak iizere her bir genom birlestirmesi i¢in peptit
dizileri elde edilmistir. Peptit dizisi dosyalari, verilen erisim numaralar1 kullanilarak
NCBI veritabanindan FASTA formatinda indirilmistir. Tutarliligt ve uygunlugu
saglamak igin yalnizca erisim numaralar1 ve cesit bilgileri kullanilmistir. Indirilen
dizilerin biitiinliigli, eksiksizlik ve wuygun big¢imlendirme kontrol edilerek
dogrulanmistir. Tiim montajlardan elde edilen peptit dizileri, sonraki adimlarda tek tip

islemeyi kolaylastiran tek bir veri kiimesinde derlenmistir.

Transkripsiyon faktorii proteinlerinin tanimlanmasi ve simiflandirilmast PFAM
korunmus domain annotasyonlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Peptit dizileri
icindeki protein domainleri, ¢oklu dizi hizalamalar1 ve gizli Markov modelleri

(HMM'ler) ile temsil edilen kapsamli bir protein ailesi koleksiyonu saglayan PFAM
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veritaban1 kullanilarak tanimlanmistir. Transkripsiyon faktorleriyle iliskili PFAM
alanlarinin bir listesi derlenmistir (EK-1). Peptit dizileri, CLC Genomics Workbench
kullanilarak PFAM domainleri i¢in taranmistir. Se¢ilen PFAM domainlerinden bir
veya daha fazlasini igeren peptit dizileri ¢ikarilmistir. Bu alt kiime Cannabis sativa
proteomu i¢indeki transkripsiyon faktorii proteinlerini temsil etmektedir. Her TF
peptidi, PFAM domain annotasyonlar1 dayali olarak bir transkripsiyon faktorii ailesine
atanmustir. Veri kiimesi, tanimlanan ve siniflandirilan TF peptidleri ile derin 6grenme
modeline giris icin hazirlanmistir. Her peptit dizisi, siniflandirma gorevi i¢in hedef
siif olarak hizmet eden karsilik gelen TF ailesi ile etiketlenmistir. Yiiksek kaliteli veri
saglamak ve giiriiltiiyli ve potansiyel onyargilari en aza indirmek igin belirsiz veya
eksik domain annotasyonlarina sahip yinelenen diziler ve peptitler kaldirilmistir

(Ceylan vd., 2023; Faris vd., 2023).

Ustiin kalitesi ve eksiksizligi nedeniyle, Cannbio-2 (Braich vd., 2020) genom
birlestirmesi (GCA_016165845.1), kenevir genomundaki transkripsiyon faktorii
genlerini ve ilgili proteinleri karakterize etmek i¢in biyoinformatik analizler icin
secilmistir. Cannbio-2 genomu, uzun okumali dizileme teknolojileri kullanilarak
dengeli bir kannabidiol ve delta-9-tetrahidrokannabinol orani tireten tibbi bir kenevir
tiriinden {tretilmistir. Birlestirilen niikleotid sayisina ve BUSCO degerlendirmesine
dayanan degerlendirmeler, Cannbio-2 genom birlestirmesini Cannabis sativa igin
mevcut en eksiksiz genom dizisi olarak tanimlamistir. Bu yiiksek kaliteli genom
birlestirmesi, transkripsiyon faktorii genlerini ve bunlarla iligkili proteinleri

tanimlamak ve analiz etmek i¢in saglam bir temel saglamistir.

2.1.2  Cannabis sativa Transkripsiyon Faktor Ailesi Uyelerinin Biyoinformatik

Analiz ile Karakterizasyonu

Cannbio-2 proteomunda tanimlanan transkripsiyon faktorii (TF) ailesi iiyelerinin
kromozomal konumlar1 belirlenmis ve kromozomlardaki yerlesimlerine gore
siralanmistir. Her gen, tiir adi “Cs” (Cannabis sativa) kisaltmasi ile baslayip
transkripsiyon faktorii ailesinin ad1 ve kromozomal konumuna karsilik gelen benzersiz
bir tanimlayici ile adlandirilmistir. Cannabis sativa'daki TF genlerinin kromozomal
lokalizasyonlari, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) tarafindan saglanan

Genom Veri Goriintiileyicisi kullanilarak tanimlanmistir (Rangwala vd., 2021). Bu
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genlerin intron ve ekzon yapilari, gen mimarisinin gorsellestirilmesini kolaylastiran ve
gen organizasyonu hakkinda bilgi saglayan Gene Structure Display Server (GSDS)
(Hu vd., 2015; URL-1, 2024) kullanilarak belirlenmistir. Tanimlanan TF
proteinlerinin fizikokimyasal ozellikleri (stabilite, molekiiler agirlik, amino asit
uzunlugu ve izoelektrik nokta (pI) degerleri dahil) ExXPASy sunucusunda (URL-2,
2024) bulunan ProtParam araci kullanilarak belirlenmistir (Gasteiger vd., 2005). TF
proteinlerinin ¢oklu dizi hizalamalar1 Clustal Omega kullanilarak gerceklestirilmistir
(Tamura wvd., 2021). Filogenetik agaglar, aga¢ topolojisinin saglamligini
degerlendirmek icin 1.000 yinelemeli bootstrap analizi ile Maximum Likelihood
yontemi kullanilarak olusturulmustur. TF proteinleri i¢indeki korunmus motifler,
MEME Suite ¢evrimi¢i arac1 (Bailey vd., 2009; URL-3, 2024) kullanilarak
tanimlanmis ve protein islevi icin kritik olan yinelenen dizi modellerinin

kesfedilmesini saglamistir.

Cannabis sativa TF proteinlerinin {i¢ boyutlu (3D) yapilar1 AlphaFold (Jumper vd.,
2021; URL-4, 2024) kullanilarak tahmin edilmistir. TF proteinlerinin amino asit
dizileri AlphaFold g¢evrimici araci ile yiiksek giivenilirlikli yapisal modeller
olusturmak i¢in kullanilmistir. Ayrica, bilinen 3B yapilara sahip homolog proteinleri
belirlemek, karsilastirmali analizleri kolaylastirmak ve tahmin edilen modelleri
dogrulamak i¢in Protein Veri Bankasi (PDB) veritabaninda aramalar yapilmistir.
Cannabis sativa genomunda kodlanan TF ailesi iiyelerinin genomik dizileri NCBI
veritabanindan elde edilmistir. Cis-diizenleyici element (CRE) analizi i¢in tiim TF
genlerinin transkripsiyon baslangi¢ boélgelerinden 2 kb yukar1 akis bolgelerini
¢ikarmak i¢in hazirlanan bir Phyton komut dizisi kullanilmistir. PlantCARE veritabani
(Lescot vd., 2002) bu promotér bolgelerdeki CRE'leri tahmin etmek i¢in kullanilmigtir
ve TF gen ifadesini kontrol eden diizenleyici mekanizmalar hakkinda bilgi saglamistir.
Proteinler genellikle ¢esitli sinyal yollarini diizenlemek i¢in ayn1 siniftaki veya farkli
gruplardaki diger proteinlerle etkilesime girer. TF proteinlerinin diger potansiyel
etkilesimcilerle etkilesimlerini degerlendirmek igin, secilen Cannabis sativa TF
proteinlerinin protein dizileri, etkilesim aglarinin olusturulmasi icin STRING
veritabanina (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) (Szklarczyk
vd., 2021; URL-5, 2024) girilmistir. Giiven esigi 0,40 olarak belirlenmistir ve TF
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proteinleri arasindaki hem dogrudan hem de dolayl1 iliskileri vurgulayan kapsamli bir

etkilesim haritast olugturmak i¢in ilk kabukta maksimum 10 etkilesimci se¢ilmistir.
2.1.3  Veri On isleme ve Hazirhk

Bu calismada kullanilan protein dizileri, "aile" ve "dizi" olmak iizere iki slitundan
olusan, sekmeyle ayrilmis bir metin (.txt) dosyasinda derlenmistir. Proteinler ve
dolayisiyla amino asitler harflerle ifade edilmektedir (Ofer vd., 2021). Ancak bu
gosterim, derin 6grenme modellerinde dogrudan kullanima elverigli bulunmamuistir.
Literatiirde siklikla kullanilan kod s6zliigii (Bileschi vd., 2022) ve tek atimli kodlama
(Yang vd., 2018) gibi yontemler, karakterleri tek tek sayisallastirdigr i¢in dizi
motiflerini yeterince yansitamamistir (Ay Karakus vd., 2018).

Bu eksikligin giderilmesi i¢in, amino asitler arasindaki anlamsal iligkileri yakalamak
amactyla dogal dil isleme yaklagimina benzer bir strateji benimsenmistir. Bu
kapsamda protein dizilerinin "kelime" benzeri birimlere (k-mer) ayrilmasi uygun
goriilmiistiir. Literatlirde k-mer uzunlugunun genellikle 3 karakter oldugu belirtilmistir
(Vries vd., 2007; Vries ve Liu, 2008). Diziler 3 karakterlik k-mer’lere boliinerek amino
asit gruplart arasindaki anlamli iliskiler ortaya c¢ikarilmistir. Bu k-mer’lerin
sayisallagtirilmast i¢cin  Word2Vec (Mikolov vd., 2013) dil benzerlik modeli
kullanilmis, her k-mer 300 boyutlu bir vektor ile temsil edilmistir. Daha fazla k-mer
elde edebilmek icin her diziden ii¢ farkli baslangi¢c karakteri kullanilarak k-mer
iiretilmistir (Asgari ve Mofrad, 2015; Onciil ve Celik, 2023). CBOW yaklasimi
benimsenmis ve pencere boyutu 5 olarak belirlenmistir. Word2Vec modelinin elde
ettig1 vektor temsilleri, gdmme katmaninin agirliklari olarak atanarak transfer 6grenme

uygulanmistir.

Veri dagilimi incelendiginde bazi siniflarin az sayida ornege sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu durumun model performansin1 olumsuz etkilememesi i¢in Rastgele
Asirt Ornekleme yontemiyle veri seti dengelenmistir. Ayrica protein dizilerinin
uzunluk dagilimi incelenerek (agirlikli olarak 400-450 amino asit), 3-mer tabanl
ayristirma sonucunda dizilerin boyutunun 150 kelimede esitlenmesi uygun
bulunmustur. Bu adimlar sonucunda veri setinin derin 6grenme i¢in standart ve dengeli

bir yapiya kavusturuldugu saptanmaistir.
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2.1.4  Veri Seti ve Model Egitimi

Orijinal veri kiimesi 13.499 protein dizisi ve 74 protein ailesi icermektedir. Ilk
asamada veri seti, Sklearn’in train test split fonksiyonu ile %80 egitim, %10
dogrulama, %10 test seklinde ayrilmis, bu dagilim sonucunda bazi siniflarin
dogrulama ve test setlerinde yetersiz temsil edildigi anlasilmistir. Bu nedenle veri
artinmi uygulanarak toplam veri sayisi 83.056’ya ¢ikarilmistir. Artirilmis veri seti
yeniden ayni oranlarda boliindiigiinde, 65.552 egitim, 8.702 dogrulama ve 8.702 test
verisi elde edilmistir. Boylece her sinifin temsil diizeyinin iyilestirildigi ve modelin

her sinift daha dengeli bir bicimde 6grenebildigi ortaya konmustur.
2.15  Derin Ogrenme Modeli

Tablo ayraciyla sinirlanmis metin (.txt) formatindaki veri dosyast, veri kaynaklarindan
alinarak birlestirilmis ve "aile" ile "dizi" olmak iizere iki siitundan olusacak sekilde
hazirlanmistir. Ancak, bu veri dosyasi dogrudan bir derin 6grenme modelinde
kullanilmaya uygun degildir. Derin 6grenme modellerinde verilerin kullanimi, ancak
belirli 6n isleme adimlartyla sayisallastirilmasiyla miimkiin hale gelir. Hem literatiirde
hem de bu c¢aligmadaki veri setinde proteinler ve dolayisiyla amino asitler harflerle
ifade edilmistir (Ofer vd., 2021). Ancak, bu temsil bigimi derin 6grenme modelleri igin

uygun degildir; bu nedenle verilerin sayisallastirilmasi gerekmektedir.

Bu alanda kullanilan sayisallagtirma yontemleri arasinda, literatiirde siklikla tercih
edilen kod sozligii (Bileschi vd., 2022) ve tek atimli kodlama (Yang vd., 2018) gibi
yontemler bulunur. Ancak bu yontemler, dizilerdeki her bir karakteri ayri ayri
sayisallastirdig1 i¢in, amino asitler arasindaki baglami, yani protein ailelerini
belirleyen dizi motiflerini yeterince ortaya koyamamaktadir (Ay Karakus vd., 2018).
Dogal dil isleme c¢aligmalarinda kelimeler arasindaki anlam iligkileri nasil
belirleniyorsa, burada da amino asit gruplar arasindaki baglarin ortaya ¢ikarilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada, verilerin 6n isleme adiminda Word2Vec dil

benzerlik modeli kullanilmistir.

Word2Vec modeli, tasarimi geregi kelimelerden olusan ciimlelerle ¢alismaktadir.

Ancak protein dizileri yekpare bir yapiya sahiptir. Literatlirden alinan bilgiler 1s181nda,
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protein dizilerinin kelimelere, yani k-mer'lere boliinmesi gerektigi belirlenmistir.
Burada "k", kelimelerdeki karakter sayisini ifade etmektedir. Literatiir incelendiginde,
bu karakter sayilarin genellikle 3 ile 6 arasinda degistigi, ancak ¢cogunlukla 3 oldugu
goriilmektedir (Vries vd., 2007; Vries ve Liu, 2008). Bu calisma kapsaminda,
dizilerden kelimeler elde edilerek bir kelime havuzu olusturulmus ve bu havuz,
Word2Vec modeli ile kelimelerin yakinliklarinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.

Bu kelimeler daha sonra, 300 boyutlu vektorler halinde sayisallastirilmistir.

K-mer'lerin sayisini artirmak amaciyla, her dizi i¢in ilk karakterden baslayarak birinci
turda, ikinci karakterden baslayarak ikinci turda ve ligiincii karakterden baslayarak
liclincii turda olmak iizere ti¢ farkli turda k-mer iiretimi gerceklestirilmistir. Boylece,
dizilerde sakli bulunan tanimlayict motiflerin her kosulda tespit edilmesi saglanmistir
(Asgari ve Mofrad, 2015; Onciil ve Celik, 2023). Word2Vec modeliyle bu siiregte
CBOW ve Skip-Gram olmak iizere iki farkli yaklasim uygulanmis ve bu ¢alismada
CBOW yaklagimi kullanilmigtir. Her bir k-mer, kendisinden 6nceki ve sonraki belirli
pencere boyutundaki k-mer'lere bakilarak tahmin edilmistir. Yapilan testler sonucunda

pencere boyutu varsayilan deger olan 5 olarak belirlenmistir.

Derin 6grenme modellerinin basarist i¢in veri smiflarinin dengeli bir sekilde
dagitilmas1 6nemlidir. Bu c¢alismada, Word2Vec analizinin ardindan veri setinin
siniflara gore dagilimi incelenmistir. Baz1 siniflarin az sayida 6rnekle temsil edildigi
gbzlemlenmis, bu durum hem dogrulama hem de test veri setlerinde bazi siniflarin
yetersiz temsil edilmesine, dolayisiyla modelin diigiik basar1 gostermesine yol
agmustir. Veri setini dengeli bir hale getirmek icin Rastgele Asir1 Ornekleme ydntemi
uygulanmistir. Bu yontemle, eksik drneklemli siniflarin verileri, bilginin korunmasini

ve orijinal veriyle ayn1 6zelliklere sahip olmasini saglayacak sekilde artirilmigtir.

Veri setindeki protein dizilerinin uzunluklar farklilik géstermektedir. Derin 6grenme
modellerinin bagarili olabilmesi i¢in dizilerin esit uzunlukta olmasi gerekmektedir. Bu
calismada, dizilerin uzunluklarina gore dagilimi incelenmis ve agirlikli olarak 400-450
amino asit uzunlugunda toplandiklart goriilmiistiir. Dizilerin 3 karakterli kelimelere
(3-mer) ayrilacagi goz Oniinde bulundurularak, 6n isleme sirasinda bu dizilerin

boyutlarinin 150 kelimede esitlenmesinin uygun oldugu belirlenmistir. Sabit uzunlukta
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diziler Word2Vec modeli ile vektorlere donistiriilmiis ve transfer O6grenme

yontemiyle modelin baslangi¢ agirliklari olarak atanmistir.

Bu c¢alismada, derin 6§renme tabanlhi bir 1D GRU Attention modeli gelistirilmis ve
protein dizilerinin siniflandirilmasi amaglanmistir. Model, Evrisimsel Sinir Aglari
(CNN), cift yonlii GRU katmanlar1 ve Dikkat mekanizmalarini birlestirerek protein
dizilerinin karmasik yapisini 6grenmeye odaklanmistir. Hazirlanan derin 6grenme

modelinin tasarimi Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2 Onerilen derin 8grenme modelinin tasarimi

Layer Output Shape Param #
InputLayer (None, 150) 0
Embedding (None, 150, 300) 2,517,300
ConvlD (None, 150, 128) 115,328
BatchNormalization (None, 150, 128) 512
RelLU (None, 150, 128) 0
MaxPooling1D (None, 75, 128) 0
ConvlD (None, 75, 256) 98,560
BatchNormalization (None, 75, 256) 1,024
ReLU (None, 75, 256) 0
MaxPooling1D (None, 38, 256) 0
ConvlD (None, 38, 512) 393,728
BatchNormalization (None, 38, 512) 2,048
RelLU (None, 38, 512) 0
MaxPooling1D (None, 19, 512) 0
Bidirectional GRU (None, 19, 512) 1,182,720
LayerNormalization (None, 19, 512) 1,024
Attention (None, 19, 512) 0
Concatenate (None, 19, 1024) 0
Bidirectional GRU (None, 512) 1,969,152
LayerNormalization (None, 512) 1,024
Dense (None, 512) 262,656
Dropout (None, 512) 0
Dense (Classification) (None, 74) 37,962

2.1.6  Websitesi Hazirlanmasi ile Veri Tabaninin Cevrimici Hale Getirilmesi

Veritabanina ait web sitesi Visual Studio IDE ortaminda C# programlama dilinde
yazilmigtir ve  MVC (Model-View-Controller) modeli kullanilarak ASP.NET
ortaminda olusturulmustur. Bu web sitesi bir yonetici paneli ve bir son kullanici
arayiizli olmak iizere iki modiil olarak gelistirilmistir. Veritabanina veri girisi admin
paneli lizerinden gergeklestirilmis ve girilen veriler veritabanma kaydedilmistir.

Veritaban1 olarak MS SQL kullanilmigtir. Girilen veriler kullanici ara yliziinde
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goriintiilenmektedir. Veritabant mimarisi iligkisel tablolar etrafinda olusturulmustur.
Bu mimari veritabani tablolarini, alanlarini ve tablo iliskilerini gostermektedir. Tablel
veritaban1 tablosu, Cannabis sativa TF proteinlerine ait TableS1'in verilerini
icermektedir (genom veritabani kimligi ve kromozomal konum, vb.). Ayrica indirme
tablosu bolimi, tim bitkiler i¢in peptit, CDS ve gen dizilerini kapsamaktadir.
Karakterizasyon asamasinda gen yapisi, filogenetik iliskiler, korunmus motifler ve
diger analiz sonuglar1 da veritabaninda ulasilabilirdir. Tasarlanan derin 6grenme

modeli de yine veri tabanindan ¢evrimici olarak erisilebilirdir.

2.2  Bitki Yetistirilmesi ve Morfolojik Analizler

2.2.1  Bitki Materyalinin Biiyiitiilmesi ve Hormonal Uygulamalar

Yerli kenevir gesitleri olan Narli ve Vezir’e ait Cannabis sativa tohumlar1 (300 adet
Vezir, 300 adet Narli)) Ondokuz Mayis Universitesi Kenevir Arastirmalari
Enstitiisi’'nden Prof. Dr. Selim AYTAC tarafindan temin edilmistir. Kenevir
bitkilerinin yetistirilmesi i¢in T.C. Kastamonu Valiligi i1 Tarirm ve Orman
Miidiirligii’ne gerekli bagvurular yapilmis ve E-25224248-105.10-12884069 yazida
belirtildigi tizere gerekli izinler alinmistir (EK 1). Kenevir bitkilerinin yetistirilme
siireci boyunca aylik periyotlar ile il Tarim ve Orman Miidiirliigii personelleri
tarafindan denetimler gerceklestirilmistir. Calisma siiresince ve ¢alisma bitiminde
imha edilmesi gereken bitki numuneleri Il Tarim ve Orman Miidiirliigii personelleri ile
birlikte imha edilmislerdir. Tohumlar distile su ile yikandiktan sonra mineral ile
zenginlestirilmis torf [pH (KCI1) 5.5 — 7.0, azot igerigi 180 mg L, K20 icerigi 400 mg
L, P2Os igerigi 245 mg L] doldurulmus plastik saksilara ekilmistir (Caplan vd.,
2023). Bitkiler, ¢imlenme ve filizlenme donemlerinde 18 saat 151k (uzun giinler),
vejetatif bliylime doneminde ise 12 saat 151k (kisa giin) ile bitki biiylitme kabininde
yetistirilmistir. Bitki biiyiitme kabininde 24°C giindiiz ve 20°C gece sicakliklari, %70
nem Kosullar1 saglanmistir. Bitkilerin bilyiitiilmesinde floresan lambalar (SYLVANIA
F36W GRO) 400 pmol m2 s 151k yogunlugu ile kullanilmistir (Todd vd., 2022).

Deney kapsaminda 3 farkli grup olusturulmustur Sekil 2.1. ilk grup kontrol grubu
olarak belirlenmistir. Ikinci gruba brassinolide (BR) uygulamas1 yapilmistir. Uciincii

grup ise brassinosteroid sentezini engelleyen brassinazole (BRZ) uygulamasinin
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yapildig1 grup olarak tanimlanmigtir. Tohumlarin filizlenmesinin 15. giiniinden
itibaren iki haftada bir olmak lizere 8 hafta boyunca C, BR ve BRZ uygulamalari
gergeklestirilmistir. Uygulamalar, bitkilerin toprak iistii yilizeylerine 6gleden sonra
16:00-18:00 saatleri arasinda yapilmis ve her bir metrekareye 15 giinde bir 150 mL
¢ozelti puskiirtilmistir (Yuan vd., 2019). Brassinolide (BR) ve Brazinazole (BRZ)
(Sigma-Aldrich, Almanya) stok ¢ozeltileri (20 uM) tozun baslangigta etanol ig¢inde
¢Oziilmesi ve son hacmin distile su ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Uygulama
konsantrasyonlari BR i¢in 1 uM, BRZ i¢in ise 10 uM olarak belirlenmistir (Fan vd.,
2021; Pramod vd., 2021; Yang vd., 2023). Kontrol bitkilerine, BR ve BRZ stok
¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan etanol-su karisimi uygulanmistir. Sadece
etanoliin piskiirtildiigii bir “mock” grup planlanmis ancak etanoliin bitkilere zarar

verme potansiyeli nedeniyle bu grup calisma kapsamindan ¢ikarilmistir.
2.2.2  Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Biiyiitme siirecinde iki farkli gelisimsel donemde 6rnek alinmasi ve karsilagtirilmasi
Oongoriilmiistiir. Bu dogrultuda, tohumlarin filizlenmesinin 15. giiniinden itibaren iki
haftada bir 8 hafta boyunca BR ve BRZ uygulamalari yapilmistir. Kontrol 6rneklerine
etanol-su karisim1 uygulanmustir. iki farkli gelisimsel dsnemde, BBCH skalasina gore
32 ve 35 seviyelerde ornekler alinmistir (Mishchenko vd., 2017). Bu dénemlerin
filizlenmenin ardindan yaklasik 10. ve 14. haftalara karsilik geldigi ongoriilmiistiir.
Morfolojik analizler igin her g¢esitin her 6rnek grubu i¢in 20 adet 6rnek toplanmis ve

gerekli analizler gerceklestirilmistir.
2.2.3  Morfolojik ve Fizyolojik Analizler

Orneklerde gerceklestirilen morfolojik dlgiimler; ¢ikis siiresi, bitki boyu (m), teknik
sap uzunlugu (m), sap kalinligi (mm), yas ve kuru agirliklar (sap), sap ve lif verimini

icermektedir (Aksoy ve Aytag, 2021).
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2.2.4  Iistatistiksel Analizler

Calismada elde edilen morfolojik veriler, her bir parametre i¢in farkl: faktorlerin (gesit,
cinsiyet, uygulama, gelisimsel donem gibi) ana etkilerini ve etkilesimlerini ortaya
koymak amaciyla tek yonlii veya ¢ok yonli ANOVA’ya tabi tutulmustur. Varyans
analizinde faktor diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik saptandiginda, hangi
gruplarin birbirinden farkli oldugunu belirlemek tizere Tukey post-hoc testi
uygulanmis; bu sayede ortalama degerler aras1 ayrimlarin istatistiksel anlamlilig1 ve
yonli  degerlendirilmistir. Calismada p<0,05 diizeyi anlamlilik sinir1  olarak
benimsenmis, elde edilen F istatistikleri, serbestlik dereceleri ve p degerleri tablolar
ve metin i¢i agiklamalar seklinde raporlanmistir. Tek yonlii ANOVA, o6zellikle tek bir
faktoriin (6rnegin BR uygulamasi) etkisini analiz etmek i¢in kullanilmis; ¢ok yonlii
ANOVA ise birden fazla faktoriin (¢esit, cinsiyet gibi) ayni anda incelenmesi ve bu
faktorler arasinda etkilesim olup olmadiginin sinanmast i¢in tercih edilmistir. Gruplara
ait ortalama ve standart sapma veya standart hata degerleri grafiklerde sunulmus,
boxplot gorselleriyle dagilimin medyan, ¢eyrekler arasi aralik ve olasi u¢ degerleri
gozlemlenmistir. Bu yaklagim, hormon uygulamalarinin bitki boyu, teknik sap
uzunlugu ve sap kalinlig1 gibi 6nemli verim bilesenlerini hangi kosullarda ve ne 6l¢iide

etkiledigini istatistiksel olarak dogrulamaya imkan saglamigtir.
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3. BULGULAR

3.1 Veri Taban ve Yapay Zeka Araci

Genomik ve proteomik veriler, tiir igindeki genetik ¢esitliligi yakalamak i¢in dokuz
farkli Cannabis sativa ¢esidinden toplanmistir. Segilen gesitler arasinda Cannbio-2,
Jamaican Lion DASH (Cs_JLD), Finola (Cs_FN), Purple Kush (Cs_PK), CBDRx-18
(Cs_CBD), Pineapple Banana Bubba Kush (Cs_PBK), LA Confidential (Cs_LAC),
Chemdog91 (Cs_CD91) ve Cannatonic (Cs_CAN) yer almistir. Bu dokuz kenevir
¢esidinden 74 protein ailesine ait toplam 13.499 protein tamimlanmistir. Peptit dizileri
NCBI veritabanindan FASTA formatinda elde edilmis ve tek bir veri kiimesinde
derlenmistir. Dizilerin biitiinligi, eksiksizligi ve uygun bigimlendirmeyi saglamak
icin dogrulanmistir. Transkripsiyon faktorii (TF) proteinlerinin tanimlanmasi ve
siniflandirilmasi PFAM alan ek aciklamalar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Peptit
dizilerini taramak icin transkripsiyon faktorleriyle iligkili PFAM alanlarinin kiiratorlii
bir listesi kullanilmistir. Birlestirilmis veri kiimesinden, daha ileri analiz i¢in TF'ye

0zgl alanlar igeren bir protein alt kiimesi ¢ikarilmistir.

Tablo 3.1 Cannabis sativa genomunda belirlenen transkripsiyon faktorii aileleri ve tiye

sayilari

TF Ailesi  Uye | TF Ailesi  Uye | TF Ailesi Uye | TF Ailesi  Uye
AP2 20 E2F/DP 11 |LFY 2 SBP 18
ARF 31 EIL 6 |LSD 4 SRS 7
ARR-B 9 ERF 111 | MIKC_MADS 4 STAT 2
B3 86 FAR1 38 | M-type_ MADS 32 |TALE 14
BBR-BPC 4 G2-like 29 MYB 67 |TCP 23
BES1 8 GATA 18 | MYB related 73 | Trihelix 37
bHLH 118 | GeBP 8 |NAC 36 |VOZ 3
bZIP 50 |GRAS 57 |NF-X1 4 Whirly 2
C2H2 74 | GRF 10 |NF-YA 8 WOX 8
C3H 58 | HB-other 10 |NF-YB 15 |WRKY 40
CAMTA 7 HB-PHD 3 |NF-YC 13 | YABBY 9
CO-like 12 HD-ZIP 27 | Nin-like 8 ZF-HD 10
CPP 2 HRT-like 1 |NZz/SPL 1

DBB 8 HSF 4 |RAV 3

Dof 27 |LBD 30 |SAP 3
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Cannbio-2 genom diizenegi, Ustiin kalitesi ve eksiksizligi nedeniyle ayrintili
biyoinformatik analizler i¢in se¢ilmistir. Biyoinformatik analizlerden elde edilen
sonuglar hazirlanan veri tabaninin internet sitesinde (www.cannabistfdb.org.tr)
sunulmustur. Cannbio-2 genomu i¢inde, 57 transkripsiyon faktorii ailesine ait 1.323
gen tanimlanmistir. Bu genlerin farkli TF aileleri arasindaki dagilimi Tablo 3.1'de
sunulmustur. En fazla {iyeye sahip TF aileleri arasinda bHLH (118 {iye), MYB ile
iliskili (73 iiye), C2H2 (74 tiye) ve B3 (86 iiye) yer almaktadir. Buna karsilik, HRT
benzeri ve NZZ/SPL gibi ailelerin her birinin yalnizca bir iiyesi vardi, bu da Cannabis

sativa genomunda TF ailelerinin ¢esitli bir temsiline isaret etmistir.

1.323 TF geni NCBI Genom Veri Goriintiileyicisi kullanilarak C. sativa
kromozomlartyla eslestirilmistir. Genler on kromozom boyunca esit olmayan bir
sekilde dagilmistir ve belirli kromozomlar daha yiiksek yogunlukta TF genleri
barimdirmaktadir. Her bir gene, kromozomal konumuna ve aile siniflandirmasina gore,
“Cs” (Cannabis sativa igin), TF aile ad1 ve benzersiz bir numaray1 takip eden benzersiz
bir tanimlayict atanmistir. Kromozom 1 en yiiksek TF yogunlugunu (~200) sergiler,
bu da gen ifadesinin ve hiicresel siireclerin diizenlenmesinde kritik 6neme sahip
oldugunu gosterir. Kromozom 6 ve 7 daha az TF barindirirken, 4 ve 8 gibi diger
kromozomlar da yiliksek TF sayilar1 sergiler. Bu dengesiz dagilim, Cannabis
sativa'daki genomik uzmanlagsmanin altin1 ¢izmekte ve belirli kromozomlarin
muhtemelen transkripsiyonel diizenlemeye daha ©nemli katkida bulundugunu
gostermektedir. TF yogunlugunun bu sicak noktalari, yliksek transkripsiyonel aktivite
bolgeleri veya strese duyarli gen kiimeleri ile iligkili olabilir. Cannabis sativa
transkripsiyon faktorii proteinlerinin analizi, protein uzunluklarinda 48 amino asit
kadar kisadan 2.011 kalinti kadar uzunluga kadar degisen ve ortalama uzunlugu
yaklasik 409 amino asit olan 6nemli farkliliklar ortaya koymustur. Bu genis aralik,
bitkinin proteomu igindeki yapisal ve islevsel cesitliligin alti1 ¢izmektedir.
Spektrumun daha kisa ucundaki, tipik olarak 258 amino asitten daha az olan
proteinlerin 6zel enzimatik veya diizenleyici islevlere hizmet etmesi muhtemeldir. Bu
kiiclik proteinler, transkripsiyon faktorleri, sinyal molekiilleri veya belirli substrat
afinitelerine sahip enzimler olarak hareket edebilir ve hiicresel siireclerin ince ayarinda
onemli roller oynayabilir (Lu ve Xiao, 2024). Tersine, 1.000 amino asidi asan daha

biiyiik proteinler, karmagsik biyokimyasal yollarin ayrilmaz pargasi olan ¢ok alanl
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iskeleler olarak islev gorebilir. Bu proteinler genellikle ¢esitli biyomolekiillerle
etkilesimleri kolaylagtiran ve sinyal iletimi, makromolekiiler birlestirme ve metabolik
diizenleme gibi karmasik hiicresel islevleri koordine etmelerini saglayan birden fazla
islevsel alan igerir (Vogel ve Chothia, 2006). Bu tiir biiyiik proteinler, C. sativa'nin
adaptasyon kabiliyetine ve metabolik c¢ok yonliiligline katkida bulunan yiiksek
diizeyde bir organizasyonel karmagsikliga isaret etmektedir. Proteinlerin ortalama
izoelektrik noktasi (pI) 7,06 olarak hesaplanmistir, bu da ¢ogu proteinin nétr hiicre igi
ortamlarda en iyi sekilde islev gordiiglinii gostermektedir. Bununla birlikte, pl
degerlerinin dagilimi, belirli hiicresel bdlmelerin farkli pH ortamlarina uyum
saglayarak hem asidik hem de bazik kosullara dogru degiskenlik gostermistir. Asidik
pl degerlerine sahip proteinler, i¢ pH'in daha diisiik oldugu vakuoller veya Golgi
aparat1 gibi organellere lokalize olabilir ve protein ayristirma ve bozunma gibi
stirecleri kolaylastirabilir (Martinez ve Chrispeels, 2003). Buna karsilik, bazik pl
degerlerine sahip proteinler, hafif alkali ortamlara sahip mitokondri veya
kloroplastlarla 1iligkili olabilir veya negatif yiikli DNA omurgast ile uygun
elektrostatik etkilesimler nedeniyle cekirdek icindeki DNA baglama faaliyetlerine
katilabilir (Dyson ve Wright, 2005). Bu pl varyasyonu, proteinlerin farkli hiicresel
lokalizasyonlarda yapisal stabiliteyi ve fonksiyonel aktiviteyi slirdiirme ihtiyacini
yansitmaktadir. C. sativa proteinlerinin gesitli pH kosullarinda ¢alisabilme yetenegi,
bitkinin fizyolojik esnekligine ve degisen cevresel stresler altinda dayaniklilifina
katkida bulunur. Proteinlerin ortalama kararsizlik indeksi 52,07'dir ve bu da kararsiz
oldugu tahmin edilen proteinlerin baskin oldugunu gostermektedir (kararsizlik indeksi
>40). Kararsiz proteinler genellikle gecicidir ve stres tepkileri, sinyal yollar1 ve
gelisimsel diizenleme gibi dinamik hiicresel siireglerde 6nemli roller oynarlar
(Guharoy vd., 2016). Bitkilerde, hizl1 protein dongiisii, cevresel degisikliklere uyum
saglamak icin kritik dneme sahiptir ve metabolik aktivitelerin ve gen ekspresyon
profillerinin hizli bir sekilde modiilasyonuna izin verir (Vierstra, 2009). C. sativa'da
kararsiz proteinlerin yiiksek yayginligi, proteomik esnekligi destekleyen evrimsel bir
adaptasyona isaret etmektedir. Bu 6zellik, bitkinin gerektiginde belirli proteinleri hizla
sentezleyerek veya parcalayarak patojen saldirilar, kuraklik veya sicaklik
dalgalanmalar1 gibi biyotik ve abiyotik streslere hizli bir sekilde yanit vermesini saglar

(Fragkostefanakis vd., 2015).
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Transkripsiyon faktorii (TF) genleri bakimindan zengin kromozomlar ile yiiksek
protein cesitliligi sergileyen bolgeler arasindaki ortiisme ilgi ¢ekici bir gézlemdir.
Basta Kromozom 1 olmak iizere yiiksek sayida TF'ye sahip kromozomlar, tanimlanan
kararsiz proteinlerin biiyiik bir kismi da dahil olmak iizere proteomun onemli bir
boliimiinii  diizenliyor olabilir. Transkripsiyon faktdrleri gen ifadesinin kilit
diizenleyicileridir ve genomik kiimelenmeleri birden fazla hedef gen {izerinde
koordineli kontrolii kolaylastirabilir (Jin vd., 2016). Bu genomik organizasyon,
transkripsiyonel tepkilerin verimliligini artirabilir ve bitkinin uyum yetenegi i¢in
gerekli olan karmagik diizenleyici aglara katkida bulunabilir. TF genlerinin
kiimelenmesi diger bitki genomlarinda rapor edilmistir ve gen diizenlemesini
kolaylastirmak i¢in evrimsel bir strateji oldugu disiiniilmektedir (Rizzon vd., 2006).
C. sativa'da, protein Ozelliklerinde gozlemlenen degiskenlikle birlikte bu tiir
kiimelenme, biiylime ve stres yanit mekanizmalarinda esnekligi korumak i¢in evrimsel
baskilar1 yansitmaktadir. Bu bulgularin 6nerdigi siki bir sekilde koordine edilmis
transkripsiyon agi, bitkinin ¢evresel ipuclarina yanit olarak proteomunu etkili bir
sekilde modiile etme yeteneginin altini1 ¢izmektedir. TF'lerin genomik kiimelenmesi ve
kararsiz proteinlerin yaygmligi, organizmalarin degisen ortamlara hizla uyum
saglamak i¢in mekanizmalar gelistirdigi evrimsel plastisite kavramiyla uyumludur. C.
sativa baglaminda, farkli habitatlarda gelisme ve gesitli streslere dayanma ihtiyaci,
muhtemelen dinamik ayarlamalar yapabilen bir proteomun evrimine neden olmustur.
Kararsiz proteinlerin yiliksek orani, hizli proteomik yeniden yapilandirmalar
kolaylastirarak bitkinin gereksiz proteinleri pargalayarak ve acil hayatta kalmak i¢in
gerekli olanlar1 sentezleyerek kaynaklari korumasini saglayabilir (Gabler vd., 2020).
Ayrica, ¢ok ¢esitli protein uzunluklarinin gosterdigi yapisal gesitlilik, C. sativa'nin
0zel islevleri yerine getirmek icin ¢ok yonlii bir protein arag¢ setine sahip oldugunu
gostermektedir. Bu c¢ok yonliiliik, bitki savunmasindaki ekolojik rolleri ve tibbi ve
endiistriyel uygulamalardaki ekonomik oOnemleri nedeniyle degerli olan

kannabinoidler ve terpenler gibi ikincil metabolitlerin biyosentezi i¢in gereklidir
(Andre vd., 2016).

C. sativa'nin proteomik yapisini anlamanin biyoteknoloji ve iiriin gelistirme ¢abalari
acisindan 6nemli sonuglar1 vardir. Stres tepkilerinde ve metabolik yolaklarda yer alan

kilit kararsiz proteinlerin belirlenmesi, genetik miithendisligi veya segici 1slah yoluyla
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stres toleransini artirma ve metabolit iretimini optimize etme stratejileri hakkinda bilgi
verebilir (Sawler vd., 2015). Ornegin, kararsiz proteinleri diizenleyen TF'lerin
manipiile edilmesi, ¢evresel streslere kars1 daha direngli veya arzu edilen bilesiklerin
verimini artiran ¢esitlere yol agabilir. Ayrica, uzunluk, pl ve stabilite gibi protein
Ozelliklerinin  bilinmesi, farmasotik amaglar i¢in rekombinant proteinlerin
gelistirilmesine yardimci olabilir. Uygun 6zelliklere sahip proteinler, C. sativa'dan
tiiretilen terapotik enzimlerin veya biyoaktif peptitlerin liretimini kolaylastirarak

heterolog sistemlerde ekspresyon i¢in hedeflenebilir.
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Sekil 3.1 Kenevir genomunda kodlanan bZIP ailesi iiyelerinin filogenetik iliskileri

Cannabis sativa transkripsiyon faktorii (TF) proteinlerinin ¢oklu dizi hizalamasi,
yapisal biitiinliikleri ve islevsel rolleri ig¢in gerekli olan korunmus bdlgeleri ortaya
cikarmistir. Maksimum Olabilirlik yontemi kullanilarak 1.000 bootstrap yinelemesiyle
olusturulan filogenetik agaglar (Sekil 3.1), yakindan iliskili TF proteinlerinin

kiimelerini ortaya c¢ikarmis ve muhtemelen kritik diizenleyici islevleri siirdiirme
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gerekliliginden kaynaklanan evrimsel korumayr gostermistir. Bu gozlem,
transkripsiyon faktorlerinin temel islevsel alanlar1 korumak icin siki segici baskilar
altinda gelistigi diger bitki tiirlerindeki bulgularla tutarlidir (Li vd., 2024). Filogenetik
analiz, TF veri kiimesi i¢indeki farkli alt aileleri daha da belirginlestirmis ve DNA
baglanmasi veya protein-protein etkilesimleri i¢in ¢ok onemli olan yiiksek oranda
korunmus kalintilar sergileyen belirli kiimeler ortaya ¢ikarmistir. Bu uzmanlagma,
stres tepkileri ve gelisimsel yollar da dahil olmak {izere gesitli biyolojik siire¢leri
diizenlemek icin TF ailelerinin cesitliliginin altin1 ¢izmektedir. Ornegin, C. sativa'daki
NAC ailesinin genom ¢apinda yapilan bir analizi, kromozomlar arasinda esit olmayan
bir sekilde dagilmis 69 CsNAC geni tespit etmis, en yiiksek sayiy1 igeren kromozom
1, cevresel uyaranlara yanit olarak gen ifadesini modiile eden karmasik bir diizenleyici

aga igaret etmistir (Li vd., 2024).

Transkripsiyon faktorii proteinlerinin tahmin edilen ii¢ boyutlu yapilart AlphaFold
cevrimigi aract kullanilarak elde edilmistir (Sekil 3.2). Bu modeller, proteinlerin
islevsel ve yapisal dzelliklerine iliskin ayrmtili bilgiler saglamustir. Ozellikle, B-sheet
ve a-helix motifleri proteinlerin cogunda 6ne ¢ikmakta ve yapisal karmagikliklarin
vurgulamaktadir. Transkripsiyon faktorlerinin {ic boyutlu yapi tahmini, islevsel
mekanizmalariin anlagilmasi igin ¢ok Onemlidir. B-sheet ve o-helix motiflerinin
varligi, bu proteinlerin DNA veya diger proteinlerle spesifik etkilesimleri kolaylastiran
saglam yapisal gercevelere sahip olabilecegini diisiindlirmektedir. Ayrintili yapisal
modeller, bu transkripsiyon faktorlerinin molekiiler islevlerini aydinlatmak igin
gerekli olan aktif bolgeleri, baglanma ceplerini ve etkilesim alanlarini tanimlamaya
yardime1 olur. Bu yapisal bilgi, ongoriilen islevleri ve etkilesimleri dogrulamak igin
daha fazla deneysel ¢aligma tasarlamak i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu bulgu, belirli gruplar
icindeki korunmus motiflerin 6zellesmis islevleri ve evrimsel kokenleri gosterdigi
bugdaydaki LEA proteinlerinin analizi gibi diger ¢alismalarla tutarlidir (Jing vd.,
2022). Bu modeller, yapisal varyasyonlarin transkripsiyon faktorlerinde islevsel

ozgilliige nasil katkida bulundugunu anlamak i¢in bir temel olusturmaktadir.

Bir grup arastirmaci, p-sheet motiflerinin yiiksek tuzluluk kosullar1 altinda
transkripsiyon faktorii etkilesimlerini stabilize etmedeki roliinii arastirmis ve yapisal

motiflerin stresli ortamlarda protein stabilitesini ve islevini artirabilecegini One
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stirmistiir (Begum, 2022). Benzer sekilde, transkripsiyon faktorlerindeki a-sarmal
motiflerinin DNA baglanma afinitesini kolaylastirabilecegini ve boylece stres yanitlar

sirasinda transkripsiyonel diizenlemeyi artirabilecegini bulmustur (Wiese vd., 2021).

CsAP2-01 CsAP2-13 CshHLH-10 CsbHLH-22 CsNF-YC-05

Sekil 3.2 Kenevir genomunda kodlanan bazi transkripsiyon faktorii ailesi liyelerine ait
proteinlerin 3 boyutlu yapilari

Gelecekteki yonelimlere, mutasyonlarin bu yapisal motifler tizerindeki etkisini tahmin
etmek i¢in gelismis hesaplama araglarinin kullanilmasi dahil edilebilir. Bu, farkl
kosullar altinda bu transkripsiyon faktorlerinin yiiksek ¢oziiniirliiklii yapilarini elde
etmek i¢in X-1s51m1 kristalografisi ve kriyo-elektron mikroskobu gibi tekniklerin
kullanildig1 deneysel ¢alismalarla tamamlanabilir. Bu tiir ¢aligsmalar, yapisal motiflerin
transkripsiyon faktorlerinin islevini ve kararliligini nasil etkiledigine dair daha derin
bilgiler saglayabilir ve potansiyel olarak hedeflenen genetik modifikasyonlar yoluyla
daha saglam bitki ¢esitlerinin gelistirilmesine yol acabilir. Ayrica, diger hiicresel
bilesenlerle transkripsiyon faktorii etkilesimlerinin yapisal temelinin anlagilmasi,
gelismis diizenleyici yeteneklere sahip sentetik transkripsiyon faktdrlerinin tasarimini
bilgilendirebilir. Bu yaklasim, her biri islevleri i¢in kritik olan benzersiz yapisal

ozellikler sergileyen gesitli transkripsiyon faktorii ailelerine genisletilebilir.

MYB transkripsiyon faktorlerinin {i¢ boyutlu yapilar1 genellikle DNA baglanmasin
ve protein-protein etkilesimlerini kolaylastiran ¢oklu a-heliks motiflerinin varligini
ortaya koyar. Bu yapisal ozellikler, MYB proteinlerinin hiicre farklilagsmasi ve stres
tepkilerindeki diizenleyici islevleri i¢in c¢ok Onemlidir. Bu yapisal motiflerin
anlasilmasi, MYB transkripsiyon faktorlerinin hedef gen diizenlemelerinde nasil

Ozgiilliikk kazandiklarina dair 6ngoriiler saglayabilir (Manzoor vd., 2021).

43



bZIP transkripsiyon faktorleri tipik olarak, DNA baglanmasi i¢in bir 6n kosul olan
dimerizasyonu kolaylagtiran korunmus bir 16sin fermuar motifi sergiler. bZIP
proteinlerinin yapisal modelleri, stres ve hormon sinyal yollarindaki rolleri i¢in gerekli
olan protein-DNA ve protein-protein etkilesimlerine aracilik etmede bu motifin
onemini vurgulamaktadir. WRKY transkripsiyon faktorlerindeki WRKY alani, hedef
gen promotorlerindeki W-box elemanlarina baglanmak i¢in gerekli olan korunmus bir
cinko parmak motifi ile karakterize edilir. WRKY proteinlerinin yapisal analizleri, bu
motiflerin bitki savunma ve stres tepkilerindeki diizenleyici islevlerine nasil katkida

bulundugunu ortaya ¢ikarabilir (Letunic ve Bork, 2021).

NAC transkripsiyon faktorleri, DNA baglanmasini ve dimerizasyonunu kolaylastiran
korunmus bir NAC alani igerir. NAC proteinlerinin yapisal modelleri, aktivasyonlari
sirasinda meydana gelen konformasyonel degisikliklere ve bu degisikliklerin gelisim
ve stres yanitlarindaki diizenleyici rollerini nasil etkiledigine dair Ongoriler
saglayabilir. bHLH transkripsiyon faktorleri, dimerizasyon ve DNA baglanmasi i¢in
¢ok 6nemli olan korunmus bir helix-loop-helix motifi ile karakterize edilir. bHLH
proteinlerinin yapisal calismalari, DNA ve diger diizenleyici proteinlerle
etkilesimlerinin molekiiler temelini aydinlatabilir ve gelisim ve stres tepkilerindeki

rollerine iligkin 6ngoriiler saglayabilir (Chang vd., 2021).

Transkripsiyon faktorlerinin ekzon ve intron organizasyonlar1 Gene Structure Display
Server (GSDS) kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 3.3). Bu analiz, gen yapilarinin
ayrintili bir goriiniimiinii saglayarak ekzonlarin ve intronlarin varligini ve diizenini
ortaya ¢ikarmistir. Transkripsiyon faktorlerinin gen yapisinin anlasilmasi, diizenleyici
mekanizmalarinin desifre edilmesi i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Coklu ekzon ve
intronlarin varligi, gen ifadesini ve alternatif ekleme yoluyla farkli protein
izoformlarimin iretimini etkileyebilir. Ayrintili ekzon-intron organizasyonu, gen
ifadesini kontrol eden diizenleyici unsurlarin belirlenmesine yardimci olur. Ayrica,
farkli transkripsiyon faktorleri arasinda gen yapisindaki farkliliklar, evrimsel
adaptasyonlarim1 ve islevsel cesitliliklerini gosterir. Ozellikle, bugdaydaki LEA
ailesindekiler gibi strese yanit veren genler, stres kosullar1 altinda daha hizli ve daha
verimli transkripsiyonu kolaylastirabilecek daha az intronlara sahip olma

egilimindedir (Zhu vd., 2016). Bu gozlem, strese yanit veren genlerin, transkript
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tiretimindeki gecikmeyi azaltmak ve stres yanitinin verimliligini artirmak igin
genellikle daha az intron igerdigi diger bitki tlirlerindeki bulgularla uyumludur. Daha
az intronun varligi, stres kosullar1 sirasinda gen ifadesinin hizin1 ve verimliligini

artirabilir, boylece ¢evresel uyaranlara hizli bir yanit mekanizmasi saglayabilir.

Daha az intron igeren transkripsiyon faktorlerinin kuraklik stresine daha hizli yanit
verdigini gostererek intron sayist ile yanit hizi arasinda dogrudan bir baglanti oldugunu
one siirmistiir (Zhang vd., 2016). Ek olarak, ¢oklu ekzonlara sahip transkripsiyon
faktorlerinin alternatif splicinginin, farkli diizenleyici islevlere sahip izoformlarin
tiretimine yol agtigini ve bitkinin degisen stres kosullarina uyum saglama yetenegini

artirdigin1 bulmustur (Yan vd., 2016).

Gelecekteki ¢alismalar, stres kosullar1 altinda ifade profillerini optimize etmek icin
anahtar transkripsiyon faktorlerinin intron-ekzon yapilarimi degistirmek icin gen
diizenleme teknolojilerini kullanma potansiyelini arastirabilir. Bu yaklasim,
transkripsiyon verimliligini ve islevsel ¢ok yonliiliigii en iist diizeye ¢ikarmak igin gen
yapisini uyarlayarak cevresel streslere karsi daha direngli bitki gesitleri olusturmak
i¢in kullanilabilir. Ayrica, transkripsiyon faktorlerinin ekleme varyantlarini ve farklh
stres tepkilerindeki rollerini belirlemek i¢in biiyiik Olgekli transkriptom analizleri
yapilabilir ve bu genlerin diizenleyici karmasikli§i hakkinda daha derin bilgiler

saglanabilir (Hogeweg, 2011).

Gen yapist analizi, diizenleyici rollerine katkida bulunan benzersiz ekzon-intron
diizenlemelerini vurgulayarak diger transkripsiyon faktorii ailelerine genisletilebilir.
MYB transkripsiyon faktorleri genellikle az sayida intron igeren nispeten basit bir gen
yapist sergiler ve cevresel degisikliklere hizli transkripsiyonel yanitlar1 kolaylastirir.
Gen yapist analizi, diizenleyici rollerine katkida bulunan benzersiz ekzon-intron

diizenlemelerini vurgulayarak diger transkripsiyon faktorii ailelerine genisletilebilir.

Transkripsiyon faktorleri arasindaki potansiyel protein-protein etkilesimleri STRING
cevrimigi araci kullanilarak tahmin edilmistir (Sekil 3.4). Bu analiz olas1 etkilesim
ortaklarm1 ve ag yapilarimi belirlemistir. Protein-protein etkilesim aglar,

transkripsiyon faktorleri arasindaki islevsel etkilesimi anlamak i¢in temeldir.

45



1
6kb

L
Skb

L
4kb

L
kb

L
kb

= Intron

L
kb

—
Okb
s upstreamy downstream

5

AP2-03
AP207
AP2-08

Legend:

CDs

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

I

Sekil 3. 3 Kenevir genomunda kodlanan AP2 genlerinin ekzon intron organizasyonlari

Bu etkilesimler genellikle gen ifadesini kontrol eden diizenleyici komplekslerin
olusumunu belirler. Tahmin edilen etkilesim aglari, transkripsiyon faktorlerinin gesitli
biyolojik siirecleri diizenlemek i¢in nasil isbirligi yaptigini kesfetmek icin bir ¢erceve
saglar. Bu bilgiler, bu etkilesimleri dogrulamak ve Cannabis sativa'daki karmagsik
diizenleyici aglar1 anlamak icin deneyler tasarlamak i¢in ¢cok degerlidir. Bugday LEA
proteinleri igin de benzer etkilesim aglar1 tanimlanmis ve stres kosullari altinda ¢esitli

hiicresel kompartimanlarda her yerde bulunan varliklart ve temel islevleri
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vurgulanmigtir (Dai vd., 2022). Bu etkilesim aglari, bitkilerin ¢evresel uyaranlara karsi
entegre tepkisini ve transkripsiyonel tepkilerin koordinasyonunu anlamak igin kritik
Ooneme sahiptir. Bu aglar haritalandirarak, stres adaptasyonu ve gelisim siiregleri i¢in
gerekli olan kilit diizenleyici diigtimleri ve yollar1 belirlenebilir. Belirli transkripsiyon
faktorlerinin, belirli stres sinyallerine yanit olarak degisen ve bitkinin adaptif
tepkilerini artiran dinamik etkilesim aglar1 olusturdugunu gostermistir (Shang vd.,
2016). Bu aglar igindeki Kkilit etkilesimlerin bozulmasinin stres toleransini onemli
Olclide bozabilecegini bulmus ve bu protein-protein etkilesimlerinin bitki sagligini

korumadaki 6neminin altin1 ¢izmistir (Premnath vd., 2016).

C. sativa transkripsiyon faktorii (TF) proteinlerinin dizi, yapisal, diizenleyici eleman
(CRE) ve etkilesim analizlerini biitiinlestiren yaklasim, s6z konusu protein ailesine
iliskin kapsamli bir anlay1s saglamistir. Korunmus motifler ve yapisal paternler, temel
islevlerin evrimsel olarak istikrarli kaldigin1 gostermistir. CRE analizi ve protein-
protein etkilesim aglari, TF’lerin ¢esitli biyolojik siireclerdeki dinamik diizenleyici
rollerini agik¢a ortaya koymustur. Bu durum, gen diizenleyici aglarin anlasilmasz, tiriin
iyilestirme stratejilerinin desteklenmesi ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin
giiclendirilmesi agisindan énemli bir deger tasimistir. Ornegin stresle iliskili TF’lerin
veya kritik CRE’lerin belirlenmesi, 1slah ve biyoteknolojik miidahaleler i¢in somut
hedefler sunmustur. Bu yaklasimin 6nemi, TF’lerin genetik manipiilasyonu ile bitki
dayanikliliginin artabildigine isaret eden c¢esitli caligmalarla da uyumludur (Chen vd.,

2023; Rodriguez vd., 2022).

Cannabis Transkripsiyon Faktori Veritabani (CannaTFDB,
https://cannabistfdb.org.tr/) Cannabis sativa'nin genetik ve molekiiler gercevesine
iliskin anlayisimizi gelistirmek icin tasarlanmis 6zel bir platformdur. Calismada,
biyoinformatik analizler araciligiyla kenevirde (Cannabis sativa) elde edilen tiim
verilerin (transkripsiyon faktorii protein kimlikleri, kromozom konumlari, genom
veritaban1 kimlikleri, protein uzunluklari, tahmini izoelektrik noktalari, molekiiler
agirliklar, kararlilik durumlari, NCBI kimlikleri, ekzon-intron yapisi, domain
ozellikleri, protein dizileri, PDF dosyalari, tahmini {i¢ boyutlu modelleri, motif
bilgileri vb.) yiiklenmesi, yonetici paneli tizerinden gergeklestirilmistir. Web sitesinin
ana sayfast Sekil 3.5’de gosterilmekte olup, TF aileleri ayr1 basliklar altinda

sunmaktadir.
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Her bir bitki ya da ¢esit icin benzer igerikte ayr1 bir Tablo S1 dosyas1 da yer almaktadir.
S6z konusu tabloda “CannaTFDB ID” numarasinin iizerine tiklandiginda, ilgili
proteine ait tahmini {i¢ boyutlu yap1 6ngoriisii, domain 6zellikleri, genin ekzon-intron
dagilimi, lokus ve gen model tanimlayicilart ile peptit, CDS ve gen dizileri yeni bir

sekmede gosterilmektedir (Sekil 3.7).
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Ayrica her bitkinin TF’lerine iligkin detayli gen yapisi, motif dagilimlarn ve
kromozomal yerlesimleri yine bu sekmede yer alir (Sekil 4.5). Proteine ait tiim bilgiler
PDF formatinda indirebilecek sekilde sunulmaktadir. Web sitesinde, belirli bir TF
ailesine (6rnegin bHLH, NAC vb.) ait peptit, CDS ve gen dizilerine topluca erisim de
saglanabilmektedir. “Blast” sekmesine tiklandiginda NCBI Blast veritabanina
yonlendirme yapilmakta (Sekil 3.5), “deep learning model” sekmesi ilizerinden ise

egitilen hibrit derin 6grenme modelinin ¢alistig1 sunucuya erisilebilmektedir (Sekil
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3.6). Boylece hangi TF ailesine ait oldugu bilinmeyen, kenevire ait bir protein dizisinin
sisteme yiiklenmesiyle, ilgili dizinin hangi gruba dahil olabilecegine ydnelik bir
tahmin yiiriitilmektedir. “Search” segenegine basildiginda ise bitki siniflandirmasi, tiir
ad1 ve TF numarasi gibi {i¢ farkli kategoride (category name, species name, ID) arama

yapilmasi miimkiindiir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.7 CannaTFDB'de yer alan TF ailesi iiyelerine ait sayfa goriintiist

Hibrit derin 6grenme modeli, Tablo 2.2°de ayrintilandirilan katman yapisiyla, hem
orijinal hem de veri artirma (oversampling) yontemiyle dengelenmis veri setleri
tizerinde egitilmistir. Orijinal veri setiyle yapilan ilk analizlerde modelin egitim
dogrulugunun %97,93, dogrulama dogrulugunun %97,47 oldugu gozlemlenmistir.
Ancak test agsamasinda yiiksek dogruluk degerine ragmen f1-skoru gibi metriklerde
gorece diisiik degerler elde edilmesi, bazi siiflarin yeterince temsil edilemedigini
gostermistir. ROC egrileri incelendiginde, bazi siniflarin rastgele tahminden dahi
diisiik performans sergiledigi goriilmiis, bu durum veri setindeki sinif dengesizligi ile
iliskilendirilmistir. Bu soruna ¢oziim olarak veri seti Rastgele Asir1 Ornekleme ile
dengelenmistir. Dengelenmis veri setiyle egitilen modelde egitim dogrulugunun
%97,93, dogrulama dogrulugunun %97,47 olarak korunmasi, veri artirma stratejisinin
modelin temel performansini olumsuz etkilemedigini gostermistir. Test agamasinda ise
dogruluk, kesinlik, duyarlilik ve f1-skorda neredeyse miikemmele yakin sonuglar elde

edilmistir. ROC egrisi incelendiginde tiim siniflarin egrilerinin 1 degerine son derece

50



yakin oldugu, dolayisiyla modelin siniflar arasindaki ayrim giiciiniin son derece
yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Ayrica modelin basarisinin belirli veri alt kiimeleriyle
sinirlt olmadigini kanitlamak i¢in uygulanan 10-kat ¢apraz dogrulama sonucunda elde
edilen %97,281lik dogruluk degeri (Xiong vd., 2020), modelin genelleme kapasitesinin
de yiiksek oldugunu desteklemistir. Veri artirma yaklagiminin bu denli basarili olmasi,
literatiirde sinif dengesizligi problemine karsi yaygin olarak Onerilen veri artirma

stratejileriyle de ortiismektedir (Buda vd., 2018).

Literatiirde benzer TF simiflandirma problemlerine odaklanan caligmalarla
karsilastirildiginda, bu hibrit modelin yiiksek dogruluk ve f1-skor degerlerine ulagsmasi
dikkat ¢ekicidir. Tablo -3.1’de Ledesma-Dominguez vd. (2024), Zhang vd. (2024),
John vd. (2024) gibi galismalarla kiyaslandiginda bu modelin hem dogruluk hem de
fl-skorunda distiin oldugu goriilmiistir. Bu dstiinlik, Word2Vec tabanli gémme
katmaninin amino asit dizileri arasindaki anlamsal iliskileri yakalayabilmesi, CNN’in
olgunlagmis 6zellik ¢ikarma yetenegi, ¢ift yonlii GRU’nun sirali verideki baglamsal
bilgiyi ¢ift yonlii kavrayis1 ve Dikkat (Attention) mekanizmasinin kritik motiflere
odaklanmasi sayesinde elde edilmistir (Ba vd., 2016; Fan vd., 2021; Gao ve Glowacka,
2016; Hochreiter ve Schmidhuber, 1997; Krizhevsky vd., 2017; Livak ve Schmittgen,
2001; Mikolov vd., 2013; Pramod vd., 2021; Srivastava vd., 2014; Yang vd., 2023)
Ozellikle TF belirleme ve islevsel genomik ¢alismalarinda derin O8renme
yontemlerinin artan 6nemi goz oniine alindiginda (Jin vd., 2017; Kersey, 2019), bu
modelin elde ettigi basari, bitki genomikleri ve tarim biyoteknolojisi alanlarinda yeni

olanaklar saglamistir.

Sadece protein dizilerine dayanarak yiiksek performans sergileyen bu yaklagim, biiyiik
veri tabanlar1 veya kapsamli anotasyonlara gereksinim duymadan da basarili bir TF
siniflandirmasi yapilabildigini kanitlamistir. Bu durum, C. sativa gibi iiriin potansiyeli
yiiksek ancak heniiz tam anlamiyla kesfedilmemis genomik kaynaklara sahip bitkiler
icin son derece 6nemlidir. Ilgili literatiirde TF veritabanlarina duyulan gereksinimin
artmasi, bu yaklasimin bagka tiirlere de uygulanabilme olasiligini1 giiglendirmistir.
Ornegin Jin vd. (2017) PlantTFDB 4.0 ile bitki TF ve etkilesimlerini merkezi bir
hub’da toplamais, arastirmacilarin TF verilerine kolay erisim saglamistir. Bu ¢alisma
da benzer sekilde TF verilerinin diizenlenmesi ve siniflandirilmasina iligkin bir 6rnek

sunmustur.
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Derin 6grenmenin bitki genomik verilerdeki 6nemi, Kaul vd. (2021) ve Libbrecht ve
Noble (2015) tarafindan da vurgulanmistir. Bu ¢aligsmalar, derin 6grenme ve makine
O0grenimi yontemlerinin gen ve TF etkilesimlerinin anlasilmasinda, fenotipik
sonuglarla gen regiilasyonunun iligkisini ortaya koymada etkili oldugunu gostermistir.
Ayrica, TF’lerin baglanma bolgelerini derin 6grenme tabanli modellerle tahmin etmek,
non-coding varyantlarin gen ifadesi lizerindeki etkilerini degerlendirmek miimkiin
olmustur (Zhou ve Troyanskaya, 2015). Bu tarz yaklasimlar, modelin genelleme
yetenegini ve bagka tiirlere, farkli kosullara veya yeni TF ailelerine uyarlama

potansiyelini gostermistir.

Tablo 3.2 Onerilen modelin diger benzer ¢aligmalarla karsilastiriimasi.

Author Method Dataset Accuracy F1-

(%) Score
(%)

Ledesma-Dominguez vd. DeepTFactor Eukaryotic and 97,73 95,41

(Ledesma-Dominguez (8:1:1) prokaryotic genomes

vd., 2024) from SwissProt

Zhang vd. (G. Zhang vd., MUuICNN HSP 98,14 94,61

2024)

Johnvd. (Johnvd., 2024) CNN-BLSTM KinBase (eukaryotic 94 92

kinome)
Proposed Model Hybrid Cannabis  sativa TF 97,80 97,74

(Word2Vec-CNN-  Protein Dataset
BiGRU-Attention-
BiGRU)

Bu calisma, veri kisiti, sinif dengesizligi ve ek anotasyon eksikligi gibi zorluklarin
istesinden gelinmesi i¢in kullanilan stratejilerin ne denli etkili oldugunu gostermistir.
Veri artirma, Word2Vec temelli gomme, CNN, BiGRU, Dikkat mekanizmasi ve

gelismis optimizasyon yoOntemlerinin entegrasyonu, TF smiflandirmasinda yiiksek
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dogruluk, genelleme kabiliyeti ve her bir sinifa karsi adil temsil saglamistir. Bu
sonuclar, C. sativa i¢in TF simiflandirmasinda énemli bir kilometre tasi olusturmus,
ayrica TF temelli calismalarin bitki 1slahi, metabolit iiretim optimizasyonu ve stres
dayanikliliginin artirilmasi gibi alanlarda uygulanabilirligini desteklemistir. Ozellikle
Cannabis sativa gibi hem tibbi hem de endiistriyel neme sahip bir bitkinin TF’lerinin
anlasilmasi, ileride daha verimli, dayanikli ve ticari degeri yliksek varyetelerin
gelistirilmesi i¢in degerli bir temel saglamistir. Bu durum, siirdiiriilebilir tarimsal
uygulamalar, farmasotik gelismeler ve hassas genomik diizenleme yaklasimlarinin

kapisini aralamugtir.
3.2 Bitkilerin Yetistirilmesi, Uygulamalar

Bu c¢alismada, Narli ve Vezir yerli kenevir cesitlerinde brassinosteroid (BR)
uygulamalarinin morfolojik etkileri incelenmistir. Arastirma, farkli gelisimsel
donemlerde uygulanan BR ve brassinazole (BRZ) hormonlarinin bitkilerdeki biiyiime

ve sap Ozellikleri tizerindeki etkilerini degerlendirmistir.

Narli ve Vezir ¢esitlerine ait Cannabis sativa tohumlari, 26 Haziran 2024 tarihinde
1slatilmig, 27-28 Haziran 2024 tarihlerinde viollere ekilmis ve 29 Haziran 2024'te
toprak ylizeyinde ¢ikis gostermeye baslamistir. Bitkiler yaklasik 10 cm boyutlarina
ulastiginda viollerden saksilara transfer edilmistir. Deney siiresince bitkiler, 18 saat
uzun giin ve 12 saat kisa giin 151k rejiminde yetistirilmistir. Floresan lambalarla
saglanan 400 umol m2 s 151k yogunlugunda, 24°C giindiiz ve 20°C gece sicaklik
kosullar1 korunmustur (Sekil 3.8). Bu standart yetistirme kosullari, literatiirde benzer
calismalarda kullanilan yontemlerle paralellik gostermektedir (Caplan vd., 2023; Todd
vd., 2022).

Kontrol grubu disinda, BR uygulanan ve BR sentezini engelleyen BRZ gruplari
olusturulmustur. BR ve BRZ uygulamalari, 15. giinden baslayarak iki haftada bir,
toplam sekiz hafta boyunca gergeklestirilmistir. Bitkilerin BBCH skalasina gore 32.
ve 35. bliyiime evrelerinde 6rnekleme yapilmistir. Bu donemler, yaklasik 10. ve 14.

haftalara denk gelmistir. Isik stresine bagli olarak bitkilerde erken c¢iceklenme

53



belirtileri gozlemlenmis ve bu durum ozellikle ciceklenme baslangic zamanini

etkilemistir.

Sekil 3.8 Siirecin farkli noktalarinda kenevir bitkileri

Mevcut ¢alisma, “Narli” ve “Vezir” kenevir (Cannabis sativa L.) gesitlerinde farkli
gelisimsel donemler ve cinsiyetler (disi, erkek) ile brassinolide (BR), brassinolide
inhibitorii (BRZ) ve kontrol uygulamalarinin, bitki morfolojik 6zellikleri (bitki boyu,

teknik sap uzunlugu, sap kalinligil) tzerindeki etkilerini istatistiksel olarak
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karsilagtirmaktadir. Genel olarak incelendiginde, uygulamalarin ve genotipik
farkliliklarin yan1 sira cinsiyet ve gelisimsel donemler, olgiilen tiim parametrelerde
varyasyonun O6nemli kaynaklarin1 olusturmustur. Elde edilen sonuglar, hem “Narli”
hem de “Vezir” ¢esitlerinde erkek bireylerin, disilere kiyasla genellikle daha yiiksek
bitki boyu ve teknik sap uzunluguna ulastigim ortaya koymaktadir. Ozellikle BR
uygulamalari, kontrol gruplarina ve BRZ uygulamalarina kiyasla hem birinci hem de
ikinci gelisimsel donemlerde daha yiiksek ortalama bitki boyu ve teknik sap uzunlugu
saglamistir. Ornegin, Narl1 ¢esidinde birinci gelisimsel ddnemde erkek bitkilerde BR
uygulamasi ortalama 116,97 cm (£25,09) bitki boyu ve 68,85 cm (+16,89) teknik sap
uzunlugu ile gorece iistiinlik gostermistir. Ikinci gelisimsel dénemde de BR
uygulamasi erkek bitkilerde ortalama 120,40 cm (£19,56) bitki boyu ve 67,03 cm
(£12,24) teknik sap uzunlugu saglamistir. Vezir ¢esidinde benzer bir egilim gézlenmis,
ozellikle erkek bitkilerde BR uygulamasi birinci gelisimsel donemde 130,00 cm
(£21,21) bitki boyu ve 73,67 cm (£9,95) teknik sap uzunlugu gibi yiliksek degerler
sunmustur. Buna karsilik BRZ uygulamalar, her iki ¢esitte de genel olarak daha diisiik
bitki boyu ve teknik sap uzunlugu degerlerine neden olmus, kontrol gruplar ise orta

seviyede sonuglar vermistir (Sekil 3.9).

Uygulamala*[a Gore Teknik Sap Uzunlugu Farkhliklari (Cinsiyet Ayrimi ile)
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Sekil 3.9 Uygulamalarin teknik sap uzunlugu tizerindeki etkileri
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Sekil 3.10, “Vezir” ve “Narli” olmak iizere iki kenevir ¢esidinin bitki boyu (cm)
degerlerini ii¢ farkli uygulama (BR, BRZ ve Kontrol) altinda karsilastirmaktadir. Kutu
diyagramlari her bir uygulama i¢in gozlemlenen bitki boylarinin dagilimimi ozetler;
kutular ¢eyrekler arasi araligi (IQR) ve medyan degerini, antenler (whiskers) ise
gbzlemlerin en diisiik-yiiksek araliklarini gosterir. Kutunun disinda yer alan nokta
veya elmas simgesi (#) olas1 aykir1 veya u¢ degerlerdir. Oncelikle, BR uygulamasi
(mavi), her iki ¢esitte de ortalama ve medyan bitki boylarin1 genellikle en yiiksek
seviyelere tasimistir. Ozellikle “Vezir” ¢esidinde BR uygulamasi sonrasi gdzlemlenen
degerler 100 cm’in {izerine ¢ikarak 140-150 cm bandina kadar uzanmaktadir. Bu
dagilim, literatiirde de belirtildigi gibi brassinosteroidlerin gévde uzamasi iizerinde
olumlu etkileri olabilecegine isaret etmektedir. BRZ uygulamasi (turuncu) ise her iki
cesitte de bitki boyunu diisiirme egilimindedir. Ozellikle “Vezir’de BRZ grubu kutusu
70-100 cm bandinda yogunlagirken, en diisiik aykiri deger 50 cm diizeyindedir.
“Narli”da benzer sekilde BRZ uygulamasinin ortalama degeri 70-90 cm civarindadir.
Bu bulgu, brassinosteroid sentezini engelleyen BRZ’nin biiylimeyi kisitlayan etkisini
gostermektedir. Kontrol grubu (yesil), genellikle BRZ’den daha yiiksek, ancak
BR’den daha diisiik bir profil sergilemektedir. “Vezir” igin kontrol drnekleri 80-110
cm araligina yayilirken, “Narli”da kontrol bitki boylar1 80-100 cm civarindadir.
Boylece kontrol, hormon miidahalesi yapilmadan goézlemlenen “dogal” biiylime
yiiksekligini temsil etmektedir. Sonug olarak bu kutu grafigi, BR uygulamasimin gévde
uzamasini artirdigini, BRZ uygulamasinin ise boy kisalmasina yol a¢tigini net bigimde
gostermektedir. Her iki ¢esitte de BR grubu en yliksek degerlere ulagirken, BRZ grubu

en diisiik ortalamay1 olusturmus, kontrol ise orta diizeyde kalmistir.

Sekil 3.11, birinci ve ikinci gelisimsel donemlerde iki farkli kenevir ¢esidinin (Vezir
= mavi, Narli = turuncu) bitki boyu (cm) dagilimlarin1 gostermektedir. Birinci
gelisimsel donemde her iki ¢esidin boy dagilimlarina bakildiginda, Vezir’in (mavi)
medyaninin 90-100 cm civarinda oldugu; alt sinir degerinin yaklagik 60 cm’ye kadar
indigi, ancak zaman zaman 120 cm iizerinde ve 160 cm civarinda aykir1 degerler
gozlendigi goriilmektedir. Narli (turuncu) ¢esidi ise birinci donemde 80-100 cm
bandinda yogunlasirken, 40 cm diizeyinde bir alt aykir1 degere rastlanmaktadir. Bu
sonuglar, ilk gelisimsel donemdeki boy varyasyonunun her iki ¢esitte de genis bir

aralikta seyrettigini gosterir; ancak Vezir ¢esidinin iist sinirda Narli’ya gore biraz daha
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uzun degerlere ulastig1 sdylenebilir. Ikinci gelisimsel donemde, Vezir’in dagiliminda
ortalama ve medyanin 90-100 cm bandinda yogunlasgtigi ve alt aykirt degerin 60 cm
altina indigi dikkat ¢cekmektedir. Narli, bu donemde 80-90 cm civarindaki medyaniyla

Vezir’den biraz daha kisa goriinmektedir.
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Sekil 3.10 Bitki boyunun kenevir ¢esitleri ve uygulamalara gére degisimleri

Ayrica Narli’da 120-130 cm araliginda {ist degerler, Vezir’de de 140 cm’ye yakin {ist
degerler gozlemlense de bu yiiksek gozlemler daha sinirli sayidadir. Genel olarak,
ikinci gelisimsel donemde ortalama ve medyan degerlerde biiyiik bir sicrama
gbzlenmedigi, ancak aykiri (u¢) degerlerin her iki ¢esitte de zaman zaman 140-160 cm
seviyelerine ulasabildigi fark edilmektedir. Bu durum, ele alindig1 iizere, kenevirin
cevresel faktorler ve genetik yapinin etkilesimi altinda olduk¢a degisken biiyiime
gosterebildigini teyit etmektedir. Kisacasi, grafik her iki ¢esidin de gelisimsel donem
ilerledikge bitki boylarinda artis egilimi yansitsa da, bu artisin istatistiksel olarak her
zaman biiyiik bir fark yaratmadigini ortaya koyar. Ayrica Vezir ve Narli arasindaki
boy ortalamalar1 incelendiginde Vezir donem donem daha ytiksek degerlere ¢ikabilse
de, Narl’'nin da belli 6rneklerde Vezir’e yakin ya da daha yiiksek seviyelere
ulasabildigi goriilmektedir. Bu veriler, kenevirin fenotipik ¢esitliligini ve farkli gelisim

evrelerinde cesitler arasindaki yanit farkliliklarini ortaya koymasi agisindan dnemlidir.

Sekil 3.12, erkek ve disi bitkilerde iki farkli kenevir ¢esidinin (Vezir: mavi, Narli:

turuncu) bitki boyu (cm) dagilimini géstermektedir olarak daha uzun boylanabildigini
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gostermektedir. Disi bitkilerde ise medyan degerler genelde daha diisiik olup (70-90
cm araliginda), alt sinirda (~60 cm) ve iist sinirda (~110-120 cm) gézlemlenen dagilim
daha dar kalmaktadir. Baz1 aykir1 degerler (~130-180 cm) dikkat ¢ekse de, disi
bitkilerin genel boy ortalamasinin erkeklere kiyasla daha kisitli bir aralikta seyrettigi
anlagilmaktadir. Bu veriler, tez ¢alismasindaki morfolojik bulgularla uyumlu olarak,
erkek kenevir bitkilerinin ¢ogu zaman daha yiiksek boylanma potansiyeline sahip

oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica Vezir ile Narl1 arasindaki fark incelendiginde,
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Sekil 3.11 Bitki boyunun kenevir ¢esitleri ve gelisimsel siireglere gore degisimi

her iki cinsiyette de bitki boyu araliginin biiyiikk Ol¢lide Ortlistiigli, ancak erkek
bireylerde Vezir’in iist sinirinin yer yer Narli’dan daha yiiksek degerlere ulagabildigi
goriilmektedir. Bu durum, kenevirin cinsiyet ve genotip bazinda biiylime
farkliliklarinin belirgin oldugunu ve 1slah ile yetistirme stratejilerinde bu unsurlarin

g6z oniinde bulundurulmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Sekil 3.13, Vezir (solda) ve Narl1 (sagda) kenevir ¢esitlerinde ii¢ farkli uygulamanin
(mavi: BR, turuncu: BRZ, yesil: Kontrol) teknik sap uzunlugu (cm) lizerindeki etkisini
gostermektedir. Vezir ¢esidinde, BR uygulamasi (mavi) teknik sap uzunlugunun
ortalama ve medyanini 60-70 cm civarinda konumlandirmakla birlikte, 80-90 cm’ye
varan list degerler gozlemlenmektedir. BRZ uygulamasi (turuncu) ise genellikle 35-45
cm araliginda kalmis olup alt sinirda 20 cm diizeyine kadar inen 6rnekler mevcuttur.
Kontrol (yesil) grubu ise 50-60 cm bandinda medyaniyla, BRZ’den daha uzun ama
BR’den daha diisiik bir profil sergilemektedir.
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Sekil 3.12 Bitki boyunun kenevir ¢esitleri ve cinsiyetlere gore degisimi

Narli ¢esidinde de benzer bir egilim s6z konusudur. BR uygulamasinda (mavi) 70-80
cm’lik medyan degeri gozlenirken, antenlerde 90 cm’yi asan ve 100 cm’ye yakin ug
degerler bulunmaktadir. BRZ grubu (turuncu) daha kisitl bir sap uzunlugu araligi
(yaklagik 40-60 cm) sergilemekte, hatta 30 cm altina inen az sayida aykir1 deger
gozlenmektedir. Kontrol (yesil) ise ortalama olarak 60-70 cm bandinda, BRZ’den daha
uzun ama BR’den daha diisiik bir dagilim gostermektedir. Bu veriler, tez kapsaminda
da ele alindig1 gibi, brassinosteroid (BR) uygulamasinin kenevir sap uzunlugunu
artirdigini, BRZ inhibitoérii uygulamasinin ise biiylimeyi sinirladigini dogrular
niteliktedir. Vezir ve Narli arasinda genel bir benzerlik olsa da, iist sinir degerleri
incelendiginde Vezir’in zaman zaman daha yiiksek teknik sap uzunluguna
ulagsabildigi, Narli’'nin ise ortalama degerleri benzer seyretmekle birlikte ucg

degerlerinin biraz farklilastig1 dikkat ¢cekmektedir.

Gelisimsel donemler arasindaki karsilastirma, ilerleyen biiylime evrelerinde genel
olarak ortalama boy ve teknik sap uzunlugunda artis egilimi oldugunu gdstermektedir
ki bu durum fenolojik evre ilerledikge bitkilerin morfolojik parametrelerinde beklenen
artiglar1 dogrulamaktadir (Sekil 3.14). Ancak cinsiyet ve cesit bazli farkliliklar, bu
artislarin mutlak degerlerinde ve BR/BRZ uygulamalarma yanit bi¢imlerinde

belirginlesmektedir.
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Sekil 3.13 Teknik sap uzunlugunun kenevir gesitleri ve uygulamalara gore degisimleri

Literatiirde brassinosteroidlerin bitki biiyiime ve gelisiminde oynadig kilit rol uzun
stiredir bilinmekte, BR’nin hem monokotil hem de dikotil bitkilerde gdvde uzamasi,
internod uzunlugu ve genel bitki fizyolojisi lizerine olumlu katkilar1 rapor
edilmektedir. Bu calisma da s6z konusu hormonun kenevir {izerinde benzer bigimde
pozitif etkiler yarattigini ortaya koymaktadir. Dolayisiyla kenevir yetistiriciliginde BR
uygulamasi, 6zellikle lif ve biyokiitle iiretimi hedeflenen varyetelerde teknik sap
uzunlugunun arttirilmas1 yoniinde potansiyel bir ara¢ olabilir. Sap kalinlig
bakimindan incelendiginde, Narli ve Vezir ¢esitlerinde genellikle BR uygulamasinin
hafifce artig sagladigi, ancak bu etkinin boy ve teknik sap uzunlugu kadar belirgin
olmadig1 goriilmektedir. Ornegin Narli ¢esidinde ikinci gelisimsel dénemde erkek
bitkilerde BR uygulamasit 4,55 mm (£0,44) ortalama sap kalinlig1 degeri ile kontrol
(4,50 mm +0,55) ve BRZ (3,94 mm +0,61) uygulamalarinin {izerinde, ancak fark
siirhidir. Vezir ¢esidinde ise yine erkek bitkilerde BR uygulamasi ikinci gelisimsel
donemde 5,10 mm (£0,23) gibi nispeten daha yiliksek bir sap kalinligina neden
olmustur. Bu farkliliklarin genotipe, cinsiyete ve gelisimsel doneme gore degiskenlik
gostermesi, kenevirin karmasik genetik altyapis1 ve ¢evresel faktorlere duyarlilig ile
uyumludur. Literatiirde digsal BR uygulamasinin, bir dizi bitki tiiriinde oldugu gibi,
kenevirde de govde uzamasi, yapisal saglamlik ve potansiyel lif kalitesi lizerinde
olumlu etkiler olusturabilecegi One siiriilmekte, BR sinyal iletim yolunun
engellenmesini saglayan BRZ uygulamalarinin ise gdvde gelisimini kisitlayarak

potansiyel toplam biyokiitleyi azaltabildigi goriilmektedir. Kenevir, endiistriyel lif
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tiretimi i¢in degerlendirildiginde sap uzunlugu ve kalinlig1 gibi yapisal 6zelliklerin
biliylik 6nem tagimasi, BR uygulamasi ile elde edilen artislarin lif verimi ve kalite
kriterleri agisindan Onemli bir avantaj saglayabilecegini diislindiirmektedir. Elde
edilen sonuglar ayn1 zamanda cinsiyet farkliliklarin1 da ortaya koyarak erkek bitkilerin
BR uygulamasina 6zellikle boy ve sap uzunlugu acisindan daha yogun yanit verdigini
diisiindiirmektedir. Bu durum, erkek bitkilerin genetik ve fizyolojik olarak gdovde
biiylimesine daha yatkin olusuyla iliskilendirilebilir. Bu ¢alisma, BR uygulamasinin
hem Narli hem de Vezir kenevir ¢esitlerinde, 6zellikle erkek bireylerde bitki boyu ve
teknik sap uzunlugunu artirarak potansiyel biyokiitle ve lif verimini
destekleyebilecegini gostermis, BRZ uygulamalart ise beklenen sekilde bu
parametreleri genellikle azaltarak BR’nin biiylimeyi tesvik edici etkisini tersine
cevirmistir. Gelisimsel donem ilerledik¢e gozlenen artiglar ve BR etkisinin birlesmesi,
verim optimizasyonu agisindan hormon uygulamalarinin yetistirme programlarina
dahil edilebilecegini gostermektedir. Bu veriler, kenevir iiretiminde hedeflenen verim
bilesenlerinin gelistirilmesinde ve yetistirme stratejilerinin optimize edilmesinde yol

gosterici olabilir.
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Sekil 3.14 Farkl gelisimsel donemde Narli ve Vezir ¢esitlerinin ortalama boylari

Ayn1 zamanda bu veriler farkl gelisimsel donemlerde Narli ve Vezir ¢esitlerinin disi
ve erkek bireylerinde BR, BRZ ve kontrol uygulamalarinin bitki boyu, teknik sap
uzunlugu ve sap kalinhigi ilizerindeki etkilerini ANOVA ve Post-Hoc (Tukey)
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analizleriyle de detayli bigimde ortaya koymaktadir. Sonuglar, cinsiyet, gelisimsel
donem, cesit ve uygulama kombinasyonlarinin morfolojik parametrelere farkli
Olceklerde etki ettigini gostermektedir. Gelisimsel donemlerin boy uzunlugu
tizerindeki etkisi belirgindir ve ikinci gelisimsel donemde genel olarak daha yiiksek
boy ortalamalar1 elde edilmistir. Bu egilim fenolojik gelisimin ilerlemesiyle iligkili
olmakla birlikte, ANOVA sonuglar1 her parametrede bu artisin istatistiksel olarak
anlaml1 olmadigin1 da gdstermektedir. Ornegin 1. ve 2. gelisimsel donemler arasinda
ortalama bitki boyu agisindan anlamli bir fark bulunmamasi (p=0,658), 6rneklem
biiylikliigii, varyasyon ve cevresel kosullarin da biiylime dinamiklerinde etkili
oldugunu dislindiirmektedir. BR, BRZ ve kontrol gruplar1 arasinda teknik sap
uzunlugu acisindan anlaml farkliliklarin bulunmasi, ayrica cinsiyet farkinin da bu
etkiyi sekillendirmesi, erkek bitkilerin genel olarak daha uzun teknik sapa sahip olmasi
ve BR’nin bu farki daha da 6ne ¢ikarmasi ile belirginlesmektedir (Sekil 3.15).
ANOVA sonuglarina gore teknik sap uzunlugunda uygulamalar arasinda ¢ok anlamli
bir fark (F=32,50; p=1x10*) saptanmistir. Bu literatiirde BR’nin gévde uzamasini
tesvik eden rolii ile de oOrtiigmektedir. BRZ uygulamasi ise beklendigi lizere bu

uzamay1 kisitlayarak BR’nin etkisini tersine ¢evirmistir.
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Sekil 3.15 Cinsiyet ve uygulama etkilesimlerinin ortalama boy iizerine etkileri

62



Disi ve erkek bitkilerde sap kalinlig1 bakimindan da bazi ayrimlar mevcut olsa da
ANOVA sonuglart (F=2,23; p=0,11) uygulamalarin sap kalinlig1 iizerinde istatistiksel
olarak anlamli bir etki ortaya koyamadigini1 gostermektedir. Bu durum sap kalinliginin
genotipik farkliliklar, cinsiyet, ¢evresel kosullar ve muhtemelen diger fizyolojik
faktorlerden etkilendigini diisiindiirmektedir. Bu baglamda sap kalinliginin yalnizca
hormon uygulamalaria degil, genetik ve ¢evresel etkilesimlere de bagl karmasik bir
ozellik oldugu soylenebilir. ANOVA ve Post-Hoc analizleri, farkli faktorlerin
etkilerini daha ayrintili ele almamiza imkan vermistir. Cesit (Narli vs Vezir) ile
uygulamalar (BR, BRZ, Kontrol) arasindaki iki yonlii ANOVA sonuglar1 anlamli bir
fark veya etkilesim gostermemis (p>0,05), buna karsilik cinsiyet (Disi vs Erkek) x
Uygulama (BR, BRZ, Kontrol) analizinde cinsiyet (p<0,001), uygulama (p=0,003) ve
etkilesim (p=0,018) anlamli bulunmustur. Bu sonug¢ disi ve erkek bitkiler arasinda
uygulamalarin etkisine bagli olarak degisen bir farklilik oldugunu dogrulamaktadir.
Gelisimsel donemler arasinda anlamli bir fark bulunmamasi (p=0,658) bazi
parametrelerin fenolojik evre ilerlemesinden ziyade uygulamalara ve cinsiyete daha
duyarli oldugunu diisiindiirmektedir. Tek yonlii ANOVA sonuglar1 da uygulamalar
arasinda bitki boyu (F=11,61; p=0,00002) ve teknik sap uzunlugu (F=32,50;
p=0,000000000001) agisindan anlamli farkliliklar oldugunu, sap kalinliginda ise
anlamli bir fark bulunmadigimnmi (p=0,11) teyit etmistir (Sekil 3.16). Tukey Post Hoc
testleri, uygulamalar arasindaki farkliliklarin ayrintilarini ortaya koymus, BR, BRZ ve
kontrol gruplarimin ortalama degerlerinde istatistiksel olarak anlamli ayrimlar
saptanmistir. Cinsiyet x Uygulama etkilesiminin netlestigi grafiksel incelemeler (Sekil
3.11), 6zellikle BR uygulamasinda disi ve erkek arasindaki farkin diger uygulamalara
gore daha belirgin oldugunu gostermistir. Bu bulgular literatiirde elde edilen giincel
sonuglarla da uyumludur. Brassinosteroid uygulamalarinin bir¢ok bitkide biiytlime,
gelisme ve stres kosullarina tolerans konularinda 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir
(Bajguz ve Hayat, 2009; Clouse, 2011). Bu ¢alisma kenevir 6zelinde de benzer
sonuclar ortaya koyarak BR’nin gévde uzamasi ve teknik sap uzunlugu tizerine etkisini
acikca gostermektedir. Tang vd. (2008) ile Vera vd. (2005) tarafindan kenevirde
genotipik varyasyonlarin biiylime parametreleri iizerindeki etkisi daha once rapor
edilmis olup, bu calisma da cinsiyet ve uygulama kombinasyonlarinin etkilerinin altini
cizmektedir. Ancak ¢esit faktoriinde anlamli bir fark bulunmamasi, incelenen iki

varyete arasindaki genetik benzerlik veya deney kosullarinin ¢esit bazindaki
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potansiyel farklari maskelemis olabilecegi olasiligint akla getirmektedir. Daha genis
bir genotipik tarama ile gesit farklarinin da anlamli hale gelebilecegi diistiniilmelidir.
Burada dikkat ¢eken bir baska nokta, fenolojik gelisim ilerledik¢e ortalama boy ve
teknik sap uzunlugunda bir artis egilimi gozlense de bunun istatistiksel olarak her
zaman anlamli olmamasidir. Bu durum, g¢evresel kosullar, bitki yogunlugu, besin
elementleri, 151k yogunlugu ve sicaklik gibi pek ¢ok faktoriin bliylime parametreleri

tizerindeki karmasik etkilerini diisiindiirmektedir.

BRZ gibi inhibitér uygulamalarimin biiyiimeyi smirlandirmasi, BR’nin etkisini
dogrulamanin yani sira, hedeflenen verim parametrelerine ulasmak i¢in hormon
uygulamalarinin segici bicimde kullanilabilecegini gostermektedir. Bu sayede lif
tiretiminde optimal morfolojik ozelliklerin elde edilmesi miimkiin olabilecektir.
Literatiirde kenevirin lif verimini etkileyen yapisal 6zelliklerin gevre, genotip ve
yonetim uygulamalarimin etkilesimiyle sekillendigi bildirilmistir (Amaducci vd.,
2008; Salentijn vd., 2015; Tang vd., 2008; Vera vd., 2005;). Bu ¢alismanin sonuglari
da elde edilen varyasyonun tek bir faktorle agiklanamayacagini, ancak hormon
uygulamalari, cinsiyet farkliligi ve fenolojik ilerleme gibi birden ¢ok faktdriin birlikte
degerlendirilmesiyle kenevir yetistiriciliginde verim ve kalite optimizasyonuna doniik
stratejilerin gelistirilebilecegini ortaya koymaktadir. Ozellikle BR nin gdvde uzamasi
tizerindeki olumlu etkisi, lif TUretiminde uzun sapli kenevir genotiplerinin

desteklenmesinde yararli olabilir.

Ancak bu etkiyi maksimize ederken cinsiyet farkliliklarini da g6z Oniinde
bulundurmak gerekir. Erkek bitkilerin BR’ye daha gii¢lii yanit vermesi, ticari anlamda
daha cok lif treten ve islenebilir biyokiitle saglayan bitki populasyonlarinin
olusturulmasinda faydali olabilir. Bunun yani sira sap kalinliginin bu uygulamalara
daha az duyarl ¢ikmasi, bu 6zelligin daha ¢ok genetik faktorler, cevre ve yetistirme
kosullarina bagli oldugunu diisiindiirmekte, dolayisiyla lif kalitesini ve verimini
tyilestirmede tiim yapisal bilesenlerin ayni Olgiide hormon uygulamalariyla
yonlendirilemeyecegini gostermektedir. Bu sonuglar kenevirin karmasik morfo-
fizyolojik yapisina vurgu yaparken, hormon uygulamalarinin dogru cinsiyet ve
fenolojik donemde, dogru genotip ile kombinasyonunun lif verimi ve kalitesini
artirabilecegini, bunun i¢in ise daha kapsamli arastirmalara gereksinim duyuldugunu

ima etmektedir.
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Sekil 3.16 Uygulamalarin bitki boyu, teknik sap uzunlugu ve sap kalinlig1 iizerine etkileri.

Bu verilerin geneli, kenevirde BR uygulamasinin 6zellikle erkek bireylerde bitki boyu
ve teknik sap uzunlugunu artirarak potansiyel biyokiitle ve lif verimini
destekleyebilecegini, BRZ uygulamalarinin ise genelde bu parametreleri azaltarak
BR’nin biiyiimeyi tesvik edici etkisini baskiladigini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar,
gelecekte kenevir yetistiriciliginde hormon uygulamalarinin dikkatli ve hedefe yonelik
sekilde kullanilmasiyla verim artis1 saglanabilecegini, ancak bunun genotip, cinsiyet
ve g¢evre faktorleriyle etkilesim halinde karmagik bir karar siireci gerektirdigini
gostermektedir. Dolayisiyla bu calisma, kenevirin verim ve kalite bilesenlerini
optimize etmek amaciyla gelistirilecek yetistirme stratejilerine 151k tutmakta, fenolojik
donemlerin, hormon uygulamalarinin ve cinsiyet farkliliklarinin bir biitlin olarak ele
alinmasinin 6nemini vurgulamaktadir. Daha ileri aragtirmalar, genetik c¢esitliligi
artirllmig materyaller ve farkli ekoloji kosullar1 altinda yapilacak kapsamli analizlerle,
hormon uygulamalarinin kenevirde verim optimizasyonu i¢in hangi kombinasyonlarda

en uygun sonuglar verebilecegini daha net ortaya koyabilir.
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4, SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasi, kenevirin (Cannabis sativa L.) ¢ok yonlii bir {iriin olarak gosterdigi
potansiyeli, 6zellikle de lif verimi ve kalitesi iizerine odaklanarak incelemistir. Yerel
kenevir c¢esitleri olan Narli ve Vezir iizerinde yapilan deneysel uygulamalarla
brassinosteroid (BR) hormonunun lif gelisimi, bitki boyu, teknik sap uzunlugu ve sap
kalinlig1 gibi morfolojik 6zelliklere etkileri arastirilmistir. Elde edilen bulgular, BR
uygulamalarinin 6zellikle erkek bitkilerde bitki govde uzamasini ve teknik sap
uzunlugunu belirgin sekilde artirdigini, bunun sonucunda lif verimi ve biyokiitle
potansiyelinin desteklenebilecegini gostermistir. BRZ inhibitdrii uygulamalari ise
beklenen iizere BR’nin etkilerini tersine ¢evirmis, biiylimeyi sinirlandirmigtir. Genetik
ve fizyolojik 6zellikleri bakimindan farklilik gosteren Narli ve Vezir ¢esitleri iizerinde
yapilan analizler, genotipik varyasyonun, fenolojik ddnemlerin, cinsiyet
farkliliklarinin ve hormon uygulamaOlarinin birlikte degerlendirilmesinin kenevir
yetistiriciliginde verim ve kalite optimizasyonu agisindan kritik oldugunu ortaya

koymustur.

Ayni zamanda hazirlanan transkripsiyon faktorii (TF) veri tabam1 ve yapay zeka
destekli biyoinformatik analizler, Cannabis sativa’da lif gelisimi ve metabolik yollar
diizenleyen genetik mekanizmalarin anlasilmasina katki saglamistir. Ozellikle TF
aileleri arasindaki korunmus motiflerin, yapisal Ozelliklerin ve protein-protein
etkilesim aglarinin belirlenmesi, kenevirin lif kalitesini etkileyen diizenleyici
stireglerin molekiiler temelini anlamamizda 6nemli bir adim olmustur. Bu bilgiler,
gelecekte genom diizenleme, molekiiler 1slah ve hassas tarim uygulamalari i¢in yol

gosterici niteliktedir.

Strdiriilebilir iiretim, yliksek lif kalitesi, hizli biiyiime, diislik ¢cevresel maliyetler ve
potansiyel farmasotik uygulamalar keneviri stratejik bir {irlin haline getirmektedir. Bu
acidan bakildiginda, BR gibi fitohormon uygulamalari ve TF temelli molekiiler
araclar, kenevirin verim ve kalite bilesenlerini hedefe yonelik bigimde diizenleyerek

iiretim stratejilerine esneklik katabilir.
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Bu calismada, brassinosteroid (BR) uygulamalarinin kenevir lifi gelisimi tizerindeki
etkilerini morfolojik diizeyde ele alarak literatiirdeki 6nemli bir eksik giderilmistir.
Ozellikle yerel kenevir ¢esitlerinin incelenmesi, bu bitki biiyiime diizenleyicisinin
kenevir gelisimi roliinii daha once hi¢ olmadigr kadar ayrintili bi¢imde ortaya
koymaktadir. Literatiirde BR uygulamalarinin pamuk gibi lif bitkilerinde incelendigi
bilinse de kenevir 6zelinde kapsamli bir morfolojik degerlendirme bugiine dek
yapilmamis; ayrica ayni arastirma kapsaminda bir transkripsiyon faktori (TF) veri
tabani ve derin 6grenme modeli biitiinlestirilerek boylesine ¢ok katmanli bir yaklasim
sunulmamigtir. Bu anlamda c¢aligma, kenevirde hem BR’nin yol actigi fenotipik
degisimlerin hem de bu degisimlerin molekiiler altyapisinda rol oynayan TF’lerin
tanimlanmasi1 yontiyle literatiirde ilklerden biri konumundadir. Aragtirmanin elde ettigi
bulgular, BR uygulamasinin bitki boyu ve teknik sap uzunlugu gibi lif verimi i¢in
kritik Ozelliklere anlamli diizeyde katki sagladigini, buna karsin BR sentezini
engelleyen uygulamalarda (BRZ) bu parametrelerin geriledigini gostermistir. Ayni
zamanda derin 6grenme modeli kullanilarak olusturulan TF veri tabani, kenevirdeki
potansiyel diizenleyici genleri ve alt aileleri yiiksek dogrulukla siniflandirmistir. Elde
edilen sonuglar, lif kalitesi ve verim odakli yeni 1slah veya genom diizenleme
calismalarinda Oncii bilgiler sunacak niteliktedir. Gelecekte kenevir yetistiriciliginde
BR uygulamalarinin tarim pratiklerine dahil edilmesi, lif iiretim verimliligini artirma
potansiyeline sahiptir. Bunun yan sira olusturulan TF veri tabani ve derin 6grenme
tabanli model, 6zellike BR’lerin etki mekanizmalarinda gorev alan TF’ler de goz
oniinde bulunduruldugunda, farkli kenevir genotiplerinin hizli karsilastirmali
analizlerine de imkan taniyacak sekilde gelistirilebilir. Boylece ¢esitli stres kosullarina
(kuraklik, tuzluluk vb.) veya farkli endiistriyel hedeflere (ilag hammaddesi, kompozit
malzeme vb.) yonelik kenevir 1slah programlar1 daha uygulamalarina ek olarak TF’ler
araciligiyla yiiriitiilebilecek ileri biyoteknolojik miidahalelerin, kenevirin ¢ok yonlii

kullanim potansiyelini daha da genisletecegini gostermektedir.

Farkli kenevir ¢esitlerinin ve ekotiplerinin, BR uygulamalarina ve ¢evresel kosullara
verdikleri yanitlarin detayli olarak incelenmesi, genetik kaynak cesitliligini artirarak
daha dayanikli ve verimli varyetelerin se¢ilmesine yardimci olabilir. Lif Kkalitesi
tizerine odaklanacak ileri caligmalarda, BR uygulamalarinin yani sira besin

elementleri, sulama rejimleri, bitki siklig1 ve hasat zamanlamasi gibi agronomik
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faktorlerin bir arada degerlendirilmesi, optimum tiretim kosullarinin belirlenmesini
kolaylagtiracaktir. TF veri tabaninin genisletilmesi ve yapay zeka odakli analizlerin
derinlestirilmesi, sadece lif verim ve kalitesini degil, ayn1 zamanda kannabinoid ve
terpen {retimini etkileyen genetik diizenleyici aglarin kapsamli anlasilmasini
saglayabilir. Bu da tibbi ve endiistriyel amagli kenevir kullanimin1 destekleyecek yeni
1slah stratejilerine temel olusturabilir. Iklim degisikligi ve gevresel stres faktorlerinin
artacagl Ongoriisiiyle, BR ve benzeri hormon uygulamalarinin stres kosullarina
dayanikli genotiplerin seciminde bir ara¢ olarak kullanilmasi degerlendirilmeli;
kuraklik, tuzluluk ve ytiksek sicaklik gibi zorlu kosullara adaptasyon saglayan kenevir
cesitlerinin  gelistirilmesi  hedeflenmelidir. Arastirma bulgulart uygulamaya
aktarilirken yerel lreticilerin bilgilendirilmesi, demonstrasyon alanlarinin kurulmasi
ve tedarik zincirinin iyilestirilmesi 6nem tasimaktadir. Boylece yerel cesitlerin (Narli,
Vezir) potansiyeli daha genis iiretim alanlarina yayilabilir, kirsal kalkinmaya ve

ekonomik biiylimeye katki saglanabilir.

Bu oneriler dogrultusunda yiiriitiilecek ileri ¢aligsmalar, kenevir bitkisinin ¢ok yonlii
potansiyelinden daha etkin yararlanmay1 saglayarak, tarim, endiistri, saglik ve ¢evre

alanlarinda dengeli ve siirdiiriilebilir ¢6ziimlere katkida bulunacaktir.
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