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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

MAYDANOZDA (Petroselinum crispum (Mill.) Nym. ex A.W. Hill) HASAT
SONRASI BOZULMANIN GEN EKSPRESYONU DUZEYINDE
ARASTIRILMASI

Giinel KUCUKTUNC

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Ayse ézgﬁr UNCU
2025, 60+x Sayfa

Jiiri
Doc¢. Dr. Ayse Ozgiir UNCU
Doc. Dr. Fatih ERCi
Dr. Ogr. Uyesi Necibe KAYAK

Apiaceae familyasina ait Maydanoz (Petroselinum crispum) c¢ok eski tarihlerden bu diinya
genelinde yaygin olarak yetistirilen ve tiiketilen bir sebzedir. Maydanoz, lezzeti, aromasi ve besleyiciligi
ile diinya genelinde tiim mutfaklarda, icerisindeki aktif biyomolekiiller agisindan da tibbi olarak biiyiik
O6nem tasir. Maydanoz’un genis kullanim alani ve tarimsal degeri géz 6niine alindiginda raf émriiniin
kisalig1 hem iiretici hem de tiiketiciye yansimaktadir. Ustelik maydanoz gibi taze sebzelerin raf dmiirleri,
iyi saklama kosullar1 altinda ve uygun tedbirlerle dahi birkag¢ haftadan daha uzun degildir.

Diinya ¢apinda 1,2 milyon hektardan fazla alanda yetistirilen Apiaceae familyasi hakkinda, yaygin
kullanim alani ve tibbi 6nemi de g6z 6niine alindiginda, yiiriitillen ¢aligmalar oldukg¢a 6nem arz etmektedir,
maydanoz dahil birgok 6nemli tiirde genomik veriler ise halen yeterli degildir. Bu tez ¢caligmas: kapsaminda
maydanozda hasat sonrast bozulma, diger adiyla pdrsiime ya da kalite kayb1 arastirtlacaktir. Bozulma,
sebzenin zaman iginde kalitesinin, durumunun veya degerinin giderek kotiilesme siirecini ifade eder ve renk
degisikligi, artan incelik, hos olmayan kokular, solma veya kiiflenme olarak goriilebilir. Calisma maydanoz
iiretimi sonrasi tazeligin uzun siire korunmasina hizmet edecek nitelikte bilgi iiretilmesi amacin1 tagirken
ayn1 zamanda maydanozun transkriptom profilinin ¢ikarilmasiyla birlikte literatiir katki saglamasi ve
potansiyel pratik tarimsal uygulamalara da yol géstermesi amaglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik, gen ekspresyonu, hasat sonrast bozulma, Petroselinum
crispum
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ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF POST-HARVEST DETERIORATION IN
PARSLEY (Petroselinum crispum (Mill.) Nym. ex A.W. Hill) AT THE GENE
EXPRESSION LEVEL

Giinel KUCUKTUNC

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN BIOTECHNOLOGY

Advisor: Dog. Dr. Ayse Ozgiir UNCU
2025, 60+x Pages

Jury
Assoc. Prof. Dr. Ayse Ozgiir UNCU
Assoc. Prof. Dr. Fatih ERCi
Asst. Prof. Dr. Necibe KAYAK

Parsley (Petroselinum crispum), which belongs to the Apiaceae family, is a vegetable that has been
widely cultivated and consumed around the world since ancient times. Parsley is of great importance in all
cuisines globally due to its flavor, aroma, and nutritional value, and it also holds significant medicinal value
because of the active biomolecules. Given the wide range of uses and agricultural value of parsley, its short
shelf life affects both producers and consumers. Moreover, the shelf life of fresh vegetables like parsley,
even under good storage conditions and appropriate measures, is not longer than a few weeks.

Considering that the Apiaceae family is cultivated on more than 1.2 million hectares worldwide,
and given its widespread use and medicinal importance, the studies carried out are of great importance, and
genomic data are still insufficient for many important species, including parsley. Furthermore, genomic
data for many important species, including parsley, are still not available. This thesis aims to investigate
post-harvest deterioration in parsley, also known as wilting or quality loss. Deterioration refers to the
process of gradual decline in quality, condition, or value of the vegetable over time, which can manifest as
color changes, increased limpness, unpleasant odors, wilting, or mold. While the study aims to produce
knowledge that would facilitate maintaining the freshness of parsley for a longer post-harvest period, it also
intends to contribute to the literature by producing the transcriptome profile of parsley to provide guidance
for potential practical agricultural applications.

Keywords: Bioinformatics, gene expression, Petroselinum crispum, post harvest deterioration.
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1. GIRIS

1.1. Maydanoz (Petroselinum crispum)

Petroselinum crispum (P. crispum), bilinen adiyla maydanoz, Apiaceae
familyasinin bir tyesidir. P. crispum kokeninin Dogu Akdeniz, Tiirkiye ve Liibnan
olabilecegini belirten ¢caligsmalar mevcuttur. Eski tarihlerde goriiniisii cok benzeyen fakat
zehirli olan baldiran (Conium maculatum L.) ve kopek maydanozu (4ethusa cynapium)
gibi tiirler ile karistirildigi i¢in yenilmekten kaginilmis olsa da zamanla hem sofralarda
yer almig hem de tibbi amaglarda siklikla kullanilan bir sebze olmustur. Gilinlimiizde ise
yaygin olarak yemeklerin igerisinde ve c¢esni olarak tiim diinya mutfaklarinda
kullanilmakta ve kurutularak baharat seklinde depolanmaktadir (Agyare, 2017; Sayed-
Ahmad vd., 2017; X.-J. Wang, 2022). Yemeklerin i¢inde, salatalarda, ¢orba ve soslarda
¢esni olarak kullanimiin yani sira tibbi olarak ¢ok eski ¢aglardan beri mide-bagirsak
sistemi, bobrek ve alt idrar yolu rahatsizliklar1 ve sikayetleri i¢in siklikla kullanilmigtir.
Ayrica adet bozukluklari, diyabet ve dermatit gibi daha bir¢ok tedavilerde kullanildigi da
rapor edilmistir. Yapraklar ayrica Tiirkiye'de kanama, hipertansiyon, hiperlipidemi,
karaciger bozukluklar1 ve diyabet tedavisinde, Cin ve Irak'ta gida aromasi olarak ve cilt
hastaliklarinin  tedavisinde, Fas geleneksel sifa sisteminde yapraklar arteriyel
hipertansiyon, diyabet, kalp hastaligi, bobrek hastaligi, lumbago, egzama ve burun
kanamasinda, Ispanya'da amenore, dismenore, bobrek taslari, prostatit, diyabet, agiz
kokusu, anemi, hipertansiyon, hiperiirisemi, kabizlik, dis hekimligi, agri, kellik ve
kiirtajin tedavisinde, Sirbistan'da idrar yolu hastaliklar1 ve siv1 tutulumunun tedavisinde
ve Italya'da kiirtaj yapmak igin kullamldig: rapor edilmistir. P. crispum iizerinde agiz
kokusunu giderme amaciyla gelistirilen ilag ve koku giderici sprey, bitki ¢ay1, bobrek ve
safra tag1 rahatsizliklarinda belirtilerin hafifletilmesinde kullanilan formiilasyonda,
kanser ve karaciger hastaliklarin1 6nlemek i¢in gelistirilen bitkisel takviye ve ¢esitli cilt

bakim iirlinleri izerinde alinmis patentleri mevcuttur (Agyare, 2017).

1.1.1. Morfoloji, Anatomi ve Fizyoloji

P. crispum, biennial yani iki y1llik kiiltiir sebzesidir. Ilk y1l ¢ok yaprakli bir rozet
yapistyla beraber besin depolamak i¢in kullandig1 ana kok gelisimi goriiliir. Maydanoz
kok yapisi, yaprak maydanozlarda ince ve uzun, kok maydanozlarda ise havug benzeri
kazik kok yapist gosterir. Kokler 20-50 cm arasi derinlige ulasabilir (Agyare, 2017; Ciftci
ve Koy Diinyasi, 2010; Ozer, 2020). Kokleri toprak i¢inde uzun seneler kalabilir ve bu



ylizden yilin her mevsiminde pazarda yer bulabilmektedir. Govdesi rozet benzeri bir
yapida olup genelde 50-150 cm arasi boy yapabilir. Yan dallanma az sayidadir ve
govdede yukar1 dogru dallanma giderek azalir. Ilk y1l gdvde iizerinde yapraklar gelisir.
Yapraklar diiz yaprakli veya kivircik olabilir.

Maydanozun yetistirilen {i¢ ana tiirii, yapraklar1 i¢in yetistirilen diiz yaprakli
maydanoz (P. crispum var. neapolitanum) ve kivircik yaprakli maydanoz (P. crispum
var. crispum) ve kokleri ig¢in yetistirilen kok maydanozu (P. crispum var.
Tuberosum)'dur. Diiz yaprakli ¢esitlerde parcgali bir yap1 gozlenir. Renk ise agik yesil ve
koyu yesil arasinda degiskenlik gosterir. Pratikte maydanoz genellikle tek yillik bir bitki
olarak yetistirilir, bitkinin ikinci yil ¢igeklenme donemine ulagsmasina izin verilmez ve ilk
yil hasat edilir. Cigceklenme iklime ve yetistirilme sartlarina gore ikinci y1l gerceklesir, bu
asamada yapraklar seyrektir. Cicekler erselik (hermafrodit) yapi1 gosterir. Semsiye
seklinde ve yesil ya da beyaz renklerde cigekler meydana gelir. Cigeklenme sonucu
tohumlar olusur. Tohum, gri ya da yesil olabilir. Oval ve tliyli bir yapist vardir.
Maydanoz tohumlar1 énemli oranda eterik yag igerir (Uncu vd., 2024; Agyare, 2017;
Ciftei ve Koy Diinyasi, 2010). P. crispum, Akdeniz, Ege ve Marmara gibi iliman bir
iklimde, nemli bir bolgelerde yil boyu yetistirilebilir. Taze ve nemli, derin biinyeli
toprakta optimum biiylime gosterir. Hafif biinyeli topraktaki, diisiik su tutma kapasitesi,
yaprak kalitesini olumsuz etkiler. 5.8 ile 7.3 aras1 bir pH degerindeki toprak ise iyi bir
yetistirme ortamu1 saglar (Ciftci ve Koy Diinyasi, 2010; Ozer, 2020). Maydanoz tohumu
zor ve uzun sliren bir ¢imlenme siirecine sahiptir. Tohumlarin ¢imlenebilmesi i¢in
optimum sicaklik 20°C’dir. Maydanoz ¢imlenme ddénemi boyunca toprakta yeterli
miktarda nem olmasimi ister, sulama islemi kontrollii ve diizenli olarak yapilmalidir.
Yetistirilen bolge 6zelliklerine ve mahsul durumuna gére maydanoz 15-20 cm arasi boy
aldiginda ise hasat edilmeye hazir oldugu kabul edilir (Cift¢i ve Koy Diinyasi, 2010; Ozer,
2020).

P. crispum'un genis tibbi kullanimlarinin nedeni bitkide bulunan iyilestirici
ozellikleri olan ¢esitli aktif biyomolekiillerdir. Tohumlarindan yiiksek miktarda ugucu
yag lretilir ve bu ugucu yagin baglica bilesenleri aktioksidan aktiviteden sorumludur.
Maydanozdan elde edilen ucgucu yaglarin incelendigi bir ¢alismada ana bilesenlerin
miristisin, B-phellandrene ve 1,3,8-pmenthatriene oldugu rapor edilmistir (Craft & Setzer,
2017). Maydanoz esansiyel yaglarinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri
arastirildigi bir calismada, genis bir kontrol grubu kullanilarak, bakterisidal ve fungisidal

aktivite gosterdigi belirtilmistir (Linde vd., 2016). Bunun yani sira P. crispum'un,



antioksidan, antidiyabetik, hipotansif, hepatoprotektif, noroprotektif, analjezik,
spazmolitik, immiinosupresan, antikoagiilan, antiiilser ve Ostrojenik 6zellikler gibi cesitli
farmakolojik aktivitelere sahip oldugu bulunmustur (Agyare, 2017). Maydanozun tiim bu
Ozellikleriyle genis bir farmakolojik aktiviteye sahip oldugu soOylenilebilir. Klinik
calismada, maydanozun icerdigi apigenin ile antioksidan enzim aktiviteleri arasindaki
iliski incelenerek, maydanozun oksidatif stres iizerinde olumlu etkileri olabilecegi de
belirtilmektedir (Agyare, 2017; Sayed-Ahmad vd., 2017).

P. crispum'un en baskin bileseni ise flavonoidler olup en ¢ok bulunanin ise
apigenin oldugu, ozellikle flavonlar, flavonoller ile bunlarin glikozitleri ve kumarinleri
de igerdigi rapor edilmistir. Igeriginde ayrica fenolik bilesikler, organik asitler,
karotenoidler, karbonhidratlar, fenilpropanoidler ve yag asitleri gibi bilesikler oldugu da
belirtilmektedir. Yaprak ve koklerinin vitamin (A, B, C, K, tiamin, folat) ve mineraller
(Fe, Mg, Na, K, Zn) agisindan zengin oldugu da rapor edilmistir (Bahramsoltani vd.,
2024; Subas vd., 2024).

1.1.2. Genetik ve Taksonomi

Maydanozun kromozom sayis1 2n = 2x = 22’dir. Almanya Leibniz Bitki Genetigi
ve Mahsul Bitki Arastirma Enstitiisii'ndeki 50 maydanoz aksesyonu iceren bir
koleksiyonunda ploidi diizeyi arastirildiginda hepsinde diploid durum tespit edilmistir
(Marthe, 2020). Apiaceae iiyesinin en bilinen ve yaygin kullanilan iiyesi maydanozun
genom verileri yakin zamanda HiFi dizileme yontemi ile c¢alisilmis olup maydanoz
genomunun %80,9 unu kapsadigi belirtilen 1.57 Gb biiylikliglinde taslak genom verisi
elde edilmis ve genomun %81 oraninda tekrarlardan meydana geldigi rapor edilmistir
(Uncu vd., 2024). Molekiiler belirtecler kullanilarak yapilan ¢alismalar nispeten az olup
tiire 6zgii belirtecler ise gelistirilmemis, giiniimilizde rastgele markorler kullanilmaktadir
(Boutsika vd., 2021; Domblides vd., 2010). P. crispum transkriptom analizlerinin
calisilmasi, bitkinin mahsul verimi, tarimsal 6zelliklerin gelistirilmesi, stres toleransinin
arttirllmasi ve hasat sonrasi raf dmriiniin uzatilmasi gibi daha nice ¢alismalara onciiliikk
edecektir. Maydanozun transkriptomu hakkinda su ana kadar az sayida calisma
yuriitiilmiistiir. Bu kisitli caligmalardan birinde maydanozun abiyotik stres toleransi konu
alimmis ve AP2(APETALA2)/ERF(Ethylene Responsive Factor) ailesindeki baz1 genler
izole edilerek abiyotik stres tepkisi ile iliskileri tespit edilmistir (M. Y. Li vd., 2014).
Maydanoz iizerine yiiriitiilen ¢aligmalar esas olarak esansiyel yag ve flavonoidler iizerine

olmustur.



Maydanozun genetik ¢esitliligi global ve hatta yerel olarak yiiksektir (Marthe,
2020). Maydanozda yapilan bir arastirmada, biiylime karakteri ve esansiyel yag
bilesenlerinde genetik ¢esitliligin esas etken oldugu, genotip ve hasat zamaninin bu
ozellikleri belirledigi rapor edilmistir (Said-Al Ahl vd., 2016). Bitkinin genetik
cesitliliginin korunmasi, degisen cevre kosullarina, hastaliklara ve zararlilara karsi
adaptasyonu i¢in gereklidir. Tarimda iirlin ¢esitliligi ve verim i¢in 6nemi biiyiiktiir fakat
asil 6onemi tretimin siirdiirilebilirligi i¢in gerekliligidir. Ayrica tir igindeki genetik
cesitlilik, 1slah yonteminin belirlenmesi i¢in de oldukca 6nemlidir. Bitkilerdeki genetik
cesitliligin belirlenmesi, 1slah programinda kullanilacak genotipin istenen karakterleri
tagimasini saglayabilir. Bu karakterler verimlilik ve {iriin kalitesi olabilecegi gibi bolgesel
olarak belirli kosullara karsi dayanikli genotipler de olabilir. Genetik cesitliligin
belirlenmesi i¢cin PCR (Polymerase Chain Reaction), molekiiler markdrler ve genom
dizileme gibi birgok yontem gelistirilmistir. Molekiiler markor teknikler, DNA
seviyesindeki varyasyonlar1 tespit edebilir. RLFP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat) ve SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) markorleri, genetik ¢esitlilik ¢alismalarinda rutin olarak
kullanilan bir aractir. Analizlerinde genellikle birbirini tamamlayan birkag yontem
birlikte kullanilir.

Almanya, Fransa, Birlesik Milletler ve Italya gibi farkli cografi kdkenlerden
toplamda 32 maydanoz genotipi ile yapilan, RAPD ve ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) markorlerinin tek tek ve bilesik olarak kullanildigi bir genetik ¢esitlilik analiz
caligmasinda yapilan sonuglar bu 32 genotip arasindaki ortalama polimorfizmin %95
oldugunu rapor etmistir (Domblides vd., 2010). Baska bir ¢alismada Yunanistan orijinli
15 farkli maydanoz genotipinin, ISSR ve AFLP markorleri kullanilarak genetik cesitlilik
analizi yapilmistir. Ortalama polimorfizm %63.83 olarak belirlenmistir (Boutsika vd.,
2021). Tiirkiye’de yapilan ilk maydanoz genetik cesitlilik analizi arastirmasinda, 12
maydanoz genotip arasin 16 adet ISSR primeri kullanarak ortalama polimorfizmin %31.5
oldugu ve genetik varyasyonun oldugu rapor edilmistir (Coskun vd., 2023). Calismalarda
yola cikarak cografi olarak birbirlerine uzak bolgelerden alinan genotipler arasindaki
genetik polimorfizm oraninin, birbirlerine yakin bolgelerde lokalize olan genotiplere
nazaran ¢ok daha yliksek oldugu sonucuna varilabilir. Maydanozun genetik ¢esitliliginin
korunmasi, bitkinin hastalik ve iklimsel degisiklige direnc gelistirmesi ve adaptasyonu

i¢in, ayn1 zamanda tarimsal iiretimim siirdiiriilebilirligi i¢in gerekmektedir.



Maydanozun yapraklaria yonelik yerel talebin neredeyse tamami diiz yaprakli
tiriin yetistirilmesiyle karsilanirken, kivircik yaprak tiirii yalnmizca kiigiik oOlgekte
yetistirilir (Boutsika vd., 2021). Volza'nin Giincel Kiiresel Ihracat verilerine gore,
maydanoz ihracat sevkiyatlar1 Diinya'dan 27,8 bin seviyesinde gerceklesmis ve 3.330
Diinya Ihracatgisi tarafindan 4.147 alictya ihra¢ edilmistir. Diinya maydanoz ihracati
yapan iilkeler arasinda 4.007 sevkiyatla Tiirkiye ilk siray1 alirken daha sonra sirasiyla
3.297 ihracatla Ozbekistan ve 2.988 ihracatla Hindistan gelmektedir. Diinya maydanozun
cogunu ise ABD, Kazakistan ve Hindistan'a ihra¢ etmektedir (Volza, 2023).

1.2 Apiaceae Familyasi

Apiaceae (eski adiyla Umbelliferae), diinya ¢apinda bilinen ve yaygin kullanim
alan1 olan genis bir familyadir. Apiaceae familyasi, pek ¢ok iyi bilinen {iriinii iceren 466
cins ve 3820 tiirden olusur. Familyanin bilinen dort alt familyasit mevcuttur. Bunlar;
Apioideae, Azorelloideae, Mackinlayoideae ve Saniculoideae. Apioideae bunlarin
arasindaki en biilyiik alt familyadir ve havug (Daucus carota), maydanoz (Petroselinum
crispum), kereviz (Apium graveolens), dereotu (Anethum graveolens) gibi bilinen tiirlerin
yaklagik %90’m1 icermektedir. Azorelloideae, genellikle soguk iklim bolgelerinde
bulunan Azorella, Bolax ve Eremocharis gibi tiirleri igerir. Mackinlayoideae, genellikle
Avustralya'ya endemik olan Centella ve Xanthosia gibi tiirleri igerir. Saniculoideae,
Apioideae alt familyas: ile ilintili olarak kabul edilir ve Sanicula, Steganotaenia ve
Polemanniopsis gibi tiirleri icerir. Familyanin iiyeleri kiiclik bitkilerden agaglara kadar
yiiksek cesitlilik gosterir (Clarkson vd., 2021). Apiaceae familyas1 diinya genelinde
yaygindir, 6zellikle 1liman ve subtropikal bolgelerde bol miktarda bulunur. Avrupa, Asya
ve Kuzey Amerika'da genis bir dagilima sahiptir. Cogunlukla kuzeydeki iliman
bolgelerde ve tropik bolgelerdeki yiiksek rakimlarda olmak {izere diinya ¢apinda dagilim
gostermektedir. Bazi tiirler, belirli cografi bolgelere 6zgii olabilir. Ornegin, Akdeniz
bolgesi, baz1 Apiaceae tiirlerinin dogal yasam alanidir.

Familya karakteristik “Semsiye” yapisina benzeyen ¢igeklenme diizeniyle bilinir
(X.-J. Wang, 2022). Apiaceae familyasi, esansiyel yag kaynagi olarak cok degerlidir.
Anason (Pimpinella anisum), kimyon (Cuminum cyminum), dereotu (Anethum
graveolens) gibi ve dahasi esansiyel yag iiretiminde kullanilmaktadir. Caligmalarda,
Apiaceae familyasindaki en 6nemli yag asitlerinden biri olarak kabul edilen, nadir
goriilen, bitkilerde dogal olarak bulunan tek oleik asit izomeri olan petroselinik yag

(PeFA) asit kaynaginin, Apiaceae familyasindaki tiirlerin tohumlarinda yiiksek oranda



(vaklasik %80) mevcut oldugu rapor edilmistir. Fetroselinik yag, tek basina veya diger
aktif bilesiklerle birlikte cilt, sa¢ ve tirnak bozukluklarinin tedavisinde anti-inflamatuvar
olarak kullanilmaktadir (Hajib vd., 2023).

Maydanoz (Petroselinum crispum), rezene (Foeniculum vulgare), havug (Daucus
carota) gibi familyaya ait bircok tiirlin flavonoidler, kumarinler, fenolik bilesikler,
organik asitler, vitamin ve mineraller agisindan zengin oldugu bilinmektedir. Tiim bu
Ozelliklerden dolay1 eski tarihlerde gelenekler tedavi yontemlerinde yaygin olarak
kullanilmistir. Gilintimiizde kimyon (Carum carvi) ve rezene (Foeniculum vulgare), kalp-
damar hastaliklar1 ve iligkili risk faktorlerinin, 6zellikle de diyabetin yOnetiminde
kullanilmaktadir. Apiaceae familyasindan khella (Ammi visnaga) bitkisinden elde edilen
amiodaron ve nifedipin, sirasiyla antiaritmik ve hipotansif olarak yaygin olarak regeteli
olarak kullanilmaktadir (Douglas, 2021). Buna ragmen tiir icerisinde, birbirlerine ¢ok
benzeyen fakat toksik koniin igeren felce yol agabilen su baldiran1 (Cicuta maculata),
yalanct maydanoz (Aethusa cynapium) gibi tirler de mevcuttur. Parfiimeride taze ve
baharatl kokular i¢in kullanilan Apiaceae tiirlerindeki, koku ve aromanin icerigindeki
esansiyel yag ve oleoresin varligindan oldugu belirtilmektedir. Apiaceae familyasi,
bircok ekonomik agidan énemli tiir igerir. Ornegin, havug (Daucus carota), maydanoz
(Petroselinum crispum), kisnis (Coriandrum sativum) ve rezene (Foeniculum vulgare)
gibi bitkiler, tarimda ve gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilir. Apiaceae, yiiksek
bitkiler arasinda en biiyiik taksonlardan biridir ve diinya ¢apinda 1,2 milyon hektardan
fazla alanda yetistirilen ailenin en ¢ok yetistirilen iiyeleridir ve yillik iiretimleri yaklasik
25 milyon tondur. Bu yaygin kullanim alani ve tibbi énemi gbz Oniine alindiginda
hakkinda ytiriitiilen ¢aligmalar son derece kisitli oldugu goriilmekle birlikte Apiaceae

tiirlerinin genomlari iizerinde ¢ok az arastirma yapilmistir (Sayed-Ahmad vd., 2017)

1.2.1 Genetik Altyapi ve Yapilan Calismalar

Apiaceae familyasi, fenolik asitlerin ve flavonoidlerin agirlikli oldugu fenolik
bilesikleri icermesinden dolay1 ¢ok ¢esitli bir kullanim alanina sahiptir. i¢erdigi flavonoid
tipine bagl olarak antiviral, antioksidan olmasi gibi belli bir biyolojik siirecin i¢ine dahil
olur. Bu anlamda incelendiginde Apiaceae familyasinin flavonoid igerigi ile filogenetik
iliskilerin kurulmasi mantikli bir yaklasimdir. Familya i¢indeki 6nemli tiirler dahil olmak
lizere Apiaceae’ye ait 13 tiir ele alinarak bir filogeni ¢aligilmasi yiiriitiilmiistiir. Calisilan
tiirler arasindaki iligki korunmusluk diizeyleri ve nispeten kisa diziler olmasindan dolay1

L-ribozomal 16 (rpl16) kloroplast geni kullanilmistir. Neighbor joining yontemi ile elde



edilen fenogramda ise tiirleri monofiletik bir grup olusturulmus ve %100 bootstrap (BS)
ile giiclii bir sekilde desteklenen iki kiimeye ayrilmustir. Ik kiimede sirasiyla diisiik ve
yuksek flavonoid gruplarindan D. carota ve T. Arvensis, ikinci kiimede ise diislik
flavonoid igerigine sahip P. anisum, C. carvi, C. sativum, An. graveolens ve F. Vulgare;
yiiksek flavon igerigine sahip Ap. graveolens ve D. Tortuosa; yiiksek flavonol ve flavon
icerigine sahip P. crispum, C. cyminum ve A. majus’dan olugsmaktadir (Youssef vd.,
2023).

Apiaceae tiirleri igerisinde havug, genomik ve transkriptomik veri tabani1 kurulmus ve
yiiksek kaliteli havug genom verisi elde edilmistir. Ayni sekilde kereviz, kignis, rezene ve
Oenanthe javanica (Blume) gibi Apiaceae familyasina ait kisith bitki {izerinde genomik
calismalar yapilmistir. Buna ragmen Apiaceae familyasina ait birgcok 6nemli tiirde halen
genomik veriler ¢ok kisithdir (Sayed-Ahmad vd., 2017; X.-J. Wang, 2022). Apiaceae
familyasina ait kereviz lizerinde bir¢ok transkriptom analizi gerceklestirilmis olmasina
ragmen halen diger tiirler icin transkriptom verileri halen yetersiz kalmaktadir (X.-J.

Wang, 2022).

1.3 Omiks Teknolojileri

Omiks teknolojileri biiytlik 6l¢ekli biyolojik verilerin analizi saglayan yaklagimi
ifade eder. Biitiinciil anlam1 kazandiran yunanca ~ome eki ile birlikte, kapsadigi biyolojik
materyale gore genom, transkriptom, proteom ve metabolom seklinde ifade edilir. Omiks
teknolojileri, biiyiik 6l¢ekli veri analizi ve biyoinformatik araclar ile birlikte onkoloji,
farmakoloji, immiinoloji, biyokimya ve mikrobiyoloji gibi tibbi bilimlerde ve biyoloji,
zooloji, botanik, ziraat, ¢evre ve gida giivenligi alanlarinda dahi kullanilmaktadir (Bal &
Budak, 2012). Bitkilerde omiks ¢alismalari, genetik cesitliligi anlama, verim arttirma,
stres toleransini iyilestirme, siirdiiriilebilir tarim ve daha bir¢ok temel olan c¢aligmalara,
tarim sektoriine ve gida lretimine biiylik katkida bulunmaktadir (Shalini vd., 2018).
Omiks c¢alismalar1 genel olarak basta genom, transkriptom ve proteom olmak iizere
biyolojik siirecleri aydinlatabilmek i¢in temel kaynaklar tiretmeyi hedefler. Bir
organizmanin genom ya da belli bir genom par¢asinm1 kapsayan, genlerin yap1 ve
anotasyonunu anlama calismalar1 “genomiks” c¢alismalaridir. Bir organizmada belirli
hiicrelerde, dokuya 6zgii veya belirli bir donem igerisinde ifade edilen genler yani
transkripsiyon sonucu iretilen tiim RNA’lar ise “transkriptomiks” caligsmalarinin
konusudur. Yine belli bir zamanda, belirli bir bolgedeki protein yapilariny, islevlerini ve

diger molekiillerle etkilesiminin incelendigi ¢alismalara ise “proteomiks”™ adi verilir.



Temel hiicresel fonksiyonlardan sorumlu, siirekli ifade edilen “House Keeping”
genler disinda, diger genler her an aktif olarak ifade edilmez. Hiicre ihtiyaglari
dogrultusunda genlerin ifade edilme siirecini ¢ok sik1 bir sekilde diizenler. Bu siire¢ hangi
genlerin ifade edilecegini, ne kadar, nerede ve ne diizeyde olacagini da icerir. Genel
olarak gen ifadesi hiicresel, dokuya 06zgli ve organizmanin yasam evresi boyunca
degisiklik gosterir. Bu nedenle bir organizmada transkriptom analizi yaparak yani anlik
olarak hangi genlerin ifade edildigi analiz edilerek organizmanin durumu hakkinda bilgi

sahibi olmak mumkiindur.

1.3.1 Yeni Nesil Sekanslama

Omiks teknolojileri biiyilik 6lgekli biyolojik verilerin analizi saglayan yaklagimi
ifade eder. Biitiinciil anlam1 kazandiran yunanca ~ome eki ile birlikte, kapsadigi biyolojik
materyale gore genom, transkriptom, proteom ve metabolom seklinde ifade edilir. Omiks
teknolojileri, biiylik 6l¢ekli veri analizi ve biyoinformatik araglar ile birlikte onkoloji,
farmakoloji, immiinoloji, biyokimya ve mikrobiyoloji gibi tibbi bilimlerde ve biyoloji,
zooloji, botanik, ziraat, cevre ve gida giivenligi alanlarinda dahi kullanilmaktadir (Bal &
Budak, 2012; Haynes vd., 2019).

Sekanslama yontemleri, restriksiyon enzimlerinin izolasyonu ve fonksiyonel
olarak kullaniminin kesfi ile baglamistir. Werner Arber, Hamilton O. Smith ve Daniel
Nathans, restriksiyon enzimleri ile ilgili yaptiklari ¢alismalarla 1978 Nobel Fizyoloji veya
Tip Odiiliine layik goriilmiistiir. Tip II restriksiyon enzimlerinin kesfi ilk genom
haritalama c¢aligsmalarinin yapilmasini saglamistir (Arber, 1965; Danna & Nathans, 1971;
Kelly Jr. & Smith, 1970). Genomlarin dizilenmesi ile ilgili yapilan ve halen giinlimiizde
kullanilmaya devam eden Sanger sekanslama yontemi ise 1977 yilinda Frederick Sanger,
Steven Nicklen ve Alan R. Coulson tarafindan yayimlanmistir. Ayni y1l Alan M. Maxam
ve Walter Gilbert tarafindan da Maxam-Gilbert sekanslama yontemi yayimlanmistir. Bu
iki calismay1 yapan tiim bilim insanlar1 da 1980 yilinda Nobel Kimya Odiiliine layik
goriilmiistiir. 1990’da insan genomunun haritalanmasi icin baslatilan ilk biiytik 6l¢ekli
“Insan Genom Projesi” baslatilmistir. Insan genom projesi, o yillarda restriksiyon
enzimleri ile genom kiitiiphanesi olusturulup, Sanger sekanslama yontemi ile insan
genomunda belirlenen 50.000-100.000 geni belirlemek ve agiklamasini yapmak amaciyla
sekanslamasi ile yiiriitiilmiis, 2003 yilinda ise tamamlandig1 duyurulmustur (Collins vd.,
2003). 2000’lerin basindan itibaren sekanslama teknolojilerinde biiyiik gelismeler

yasanmistir. Insan genomu gibi biiyiik verilerin Sanger ve Maxam Gilbert metotlari ile



sekanslamaya caligmak oldukca emek ve zaman isteyen ve olduk¢ca masrafli bir
yontemdir. Bu yiizden bilim, daha hizli, masrafsiz ve dogru veri elde etmek yoniinde
gelismistir.  Yeni nesil sekanslama olarak adlandirilan sekanslama teknolojileri,
birbirlerine gore zaman, maliyet ve dogruluk agisindan birbirlerine nispeten degisiklik
gostermesine ragmen, tek bir ¢aligmada milyarlarca niikleotidi dizebilir olmasiyla ve
kompleks genom setlerinin bile genom sekansinin bir giinde ¢ikarilabilir olmasi ile ¢i1g1r

acicidir (Eren vd., 2023; Mandlik vd., 2024).

1.3.1.1 Birinci Nesil Sekanslama
Birinci nesil sekanslama, Sanger ve Maxam Gilbert sekanslama yontemlerini
icermektedir.

Maxam-Gilbert yontemi, Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafindan 1977 yilinda

gelistirilmistir. Temeli kimyasal bozunmaya dayanir ve yiiksek toksik kimyasallarla

gerceklestirildiginden dolay1 giiniimiizde rutin olarak kullanilmamaktadir, ayn1 zamanda
maliyet ve zaman agisindan da dezavantajlidir (Maxam & Gilbert, 1977). Yontem temel
olarak asagidaki basamaklar1 icermektedir;

e Sckanslamak istenen DNA parcasi izole edilir. DNA zincirinden fosfat grubu ¢ikarilir
ve S'uca radyoaktif bir fosfat grubu (genellikle 32P) eklenir. Cift sarmalli DNA
(dsDNA), iki tek sarmalli DNA'ya (ssDNA) denatiire edilir, sadece tek zincir
sekanslanir.

¢ Dimetilsiilfat (DMS), formik asit, hidrazin, yiiksek tuz iceren hidrazin olmak {izere
farkli kimyasallar belirli bazlar (sirasiyla G, G+A, C+T, C) hedef alarak, piperidin
gibi diger kimyasallarla birlikte reaksiyona sokulur ve bazlarin ayrigmasi saglanir.

e Baz spesifik ve radyoaktif etiketli ssDNA reaksiyon sonrasi sekans okunmasi i¢in
elektroforez ile jel ilizerinde yiiriitiiliir. Olusan bantlar radyoaktif etiketlerin de
yardimut ile goriiniir hale getirilir ve bantlarin dizilimine dayali olarak sekans ¢ikarilir.

Sanger yontemi, Frederick Sanger tarafindan 1977 yilinda gelistirilmistir. Temeli in vitro

DNA replikasyonu sirasinda, zincir uzamasinin igaretli bazlar ile durdurulmasina dayanir

(Sanger vd., 1977). Yontem temel olarak asagidaki basamaklari icermektedir;

e Ilk olarak ilgilenilen DNA ile PCR yapilir. Cift sarmalli DNA (dsDNA), iki tek
sarmalli DNA'ya (ssDNA) denatiire edilir. Daha sonra sicaklik diisiiriilerek tasarlanan

primerler (ilgilenilen DNA segmentinin 3’ ucundaki bazlar ile komplementer) ile
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eslestirilir. Primerler DNA’ya baglandiginda sicaklik yeniden arttirilarak reaksiyon
baslatilir.

e Reaksiyonlar her baz igin bir tiip olmak iizere dort ayn tiipte gerceklestirilir. Her
¢ozelti 4 tip baz (ANTP) icerir ancak yalnizca bir tip sonlandirma niikleotidi (ddNTP)
igerir.

e DNA polimeraz enzimi ile polimerizasyon, sablon DNA zincirine karsilik dNTP
eklenerek devam eder fakat ddNTP’ler eklendiginde eksik hidroksil grubu nedeniyle
zincire eklendiginde polimerizasyon durur.

e Reaksiyon sonrasit dort tiip de elektroforezde yiiriitiiliir. Ve bantlar yorumlanarak
sekans ¢ikarilir.

Sanger yonteminde ilk olarak ddNTP’ler radyoaktif ile etiketlenerek, manuel
olarak elektroforezde yiiriitiilerek sonrasi otoradyografi ile goriintiilenmesini saglanird
ve sekanslar manuel olarak okunurdu (Mandlik vd., 2024). Giiniimiizde Sanger
yonteminde, ddNTP’ler floresan etiketlenerek tek tiipte reaksiyon gerceklesmekte olup
ardindan kapiller elektroforez ile ¢alisilmaktadir, sonrasinda kromatogram ile bilgisayar
yazilimlar1 tarafindan okunup ve analiz edilmektedir. Ayrica Sanger yontemi dnceden
sadece kisa DNA dizileri (300-500 baz ¢ifti) okuyabilirken giinlimiizde nispeten daha
uzun dizileri okuyabilmesi miimkiindiir. Modern Sanger yontemi ile analiz, zaman ve
dogruluk agisindan ¢ok daha iyi sonuglar vermektedir ve halen giiniimiizde “altin

yontem” olarak kullanilmaya devam edilmektedir (Eren vd., 2023).

1.3.1.2 ikinci Nesil Sekanslama
Ikinci nesil sekanslama, Roche 454, Illumina, Solid, Ion-torrent gibi ydntemleri
ierir. Ikinci nesil sekanslamada ydntemlere gore Ozellesmis kitler ve ekipmanlar
gelistirilmistir, bu sekilde maliyet, zaman ve dogruluk biiyiik oranda iyilestirilmistir.
Roche 454 yontemi, 454 Life Sciences adl1 biyoteknoloji firmasi tarafindan 2005 yilinda
gelistirilmistir. Roche Holding AG tarafindan 2007 yilinda firmanin satin alinmasi ile
birlikte yontem Roche 454 Yontemi olarak adlandirilmistir. Yontem pirosekanslama
yaklasimini temel alir ve yontemin kritik bir adimi emiilsiyon PCR kullanimidir (L. Liu
vd., 2012). Yontem temel olarak asagidaki basamaklar1 icermektedir;
e [llgilenilen DNA bdlgesi dnce kiigiik fragmanlara ayrilir. Elde edilen fragmanlar
adaptorler ile isaretlenir ve cift sarmalli DNA (dsDNA), iki tek sarmalli DNA'ya
(ssDNA) denatiire edilir.
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e Adaptorleri tastyan DNA fragmanlar, mikron boyutlu boncuklara yiiklenir. PCR
reaktifleri (primerler, DNA polimeraz, dNTP’ler) ile karistirilir ve emiilsiyon yagina
eklenir.

e Karisim, kuvvetli bir sekilde calkalanarak su damlaciklari olusturulur. Bu
damlaciklar, su/yag emiilsiyonu i¢inde izole edilmis mikro reaktorlerdir.

e Adaptorleri tasiyan DNA fragmanlarinin mikro reaktorler igerisinde emiilsiyon bazl
klonal amplifikasyonu (em-PCR) gergeklestirilir, adaptor takili fragmentler yagin
igcerisindeki bir su damlasinin i¢inde amplifiye olur.

e Her damlacikta bulunan DNA pargasi, PCR ile ¢ogaltilir. Bu siire¢ sonunda, her bir
boncuk, binlerce kopya (klon) DNA fragmani ile kaplanir. Klonal DNA ile kaplanmig
boncuklar ve enzimler, Pikotiter plakasina (pirosekanslama platformu) yerlestirilir.

e Sonraki asama 454 Sekans cihazi ile sekanslamadir. DNA’ya dNTP’ler sirayla
eklenir ve hangisi DNA kalibindakiyle eslesirse pirofosfati (PP1) salinir.

o Siilfirilaz enzimi, Pirofosfatt ATP’ye donistiiriir. Liisiferaz enzimi, olusan ATP’yi
kullanarak liisiferin adl1 bilesigi oksiliisiferin bilesigine doniistiiriir ve oksiliisiferin de
151k yayar. Bu 15181n 6l¢lilmesini temel alarak sentezleme ile sekanslama yontemidir.

Her seferinde tek ANTP salinir ve picotiter plate lizerinde 1s1ma gozlenen
kuyucuklar kaydedilir. Daha sonra serbest ANTP’ler ortadan kaldirilir ve diger tip dNTP
eklenir ve yine 1s1manin oldugu kuyucuklar kaydedilir, bu sekilde sekanslama gerceklesir.

Isima her zaman aym1 miktarda kaydedilmemektedir. Pikogram adi verilen tablodaki

1s1manin  seviyesi yorumlanarak ardisik tekrarlarin belirlenmesi de miimkiindiir

(Ahmadian vd., 2006; L. Liu vd., 2012).

[Nlumina yontemi, I[llumina Inc. biyoteknoloji sirketi tarafindan 2006 yilinda

gelistirilmistir. YOntem sentezleme sirasinda sekanslama yaklasimini temel alir (Mardis,

2008). Yontem temel olarak asagidaki basamaklar1 igermektedir;

e [llgilenilen DNA bélgesi dnce kiigiik fragmanlara ayrilir. Elde edilen fragmanlarin iki
ucu da adaptorler ile isaretlenir. Adaptdrlerin komplementerlerinden olugan problarin
yerlestirildigi akis hiicresine, adaptor eklenen DNA denatiire edilerek aktarilir.

e Akis hiicresinin ylizeyinde bulunan kilcal kapiller igerisinde adaptor-prob birlesmesi
gerceklesir ve baglanan fragmentlere, DNA polimeraz ile komplementer dizi
sentezlenir. ikinci dongiiye gecildiginde tiiplerin i¢ine formamid denatiire edici ajan

gonderilir ve cift iplikli hale gelen DNA fragmenti denatiire olur. Denatilire olan
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fragmentin bosta kalan adaptdr ucu cama immobilize edilen diger bir primere baglanir
ve yine DNA polimeraz ile komplementer dizi sentezlenir.

Komplementer dizi sentezi sirasinda eklenen dNTP’ler 3’ ucu bloke edilmis ve
floresan isaretlidir. Niikleotit kovalent olarak baglanmasi saglandiginda floresan
151ma verir ve 3’ ucu bloklandig1 i¢in baglandiktan sonra ikinci bir niikleotit buraya
eklenemez. Buraya tek baglant1 saglandiktan sonra ortamda kalan serbest niikleotitler
uzaklastirilir ve sinyaller saptanir, makine fotograf ¢eker. Daha sonra yeni bir baglanti
icin 3’ uctaki blok molekiilii ve floresan isaret koparilip ortamdan uzaklastirilir ve
ikinci baglant1 i¢in tiim adimlar en bastan uygulanir.

Koprii amplifikasyon yoluyla yaklasik 35 kez dongii gergeklestirilir ve klonal bir
kiime meydana gelir. Bu kiimelerden her biri genomun farkli bir parcasini temsil eder

(Illumina, 2010).

SOLiD yontemi, Applied Biosystems tarafindan 2005 yilinda gelistirilmistir. Yontem

ligasyon sirasinda sekanslama yaklagimini temel alir ve yontemin kritik bir adimi

emiilsiyon PCR kullanimidir (Mandlik vd., 2024). Yontem temel olarak asagidaki

basamaklar1 icermektedir;

flgilenilen DNA bélgesi énce kiigiik fragmanlara ayrilir. Elde edilen fragmanlar
adaptorler ile isaretlenir ve c¢ift sarmalli DNA (dsDNA), iki tek sarmalli DNA'ya
(ssDNA) denatiire edilir.

Adaptorleri tastyan DNA fragmanlar, mikron boyutlu boncuklara yiiklenir. PCR
reaktifleri (primerler, DNA polimeraz, dNTP’ler) ile karistirilir ve emiilsiyon yagina
eklenir.

Karisim, kuvvetli bir sekilde calkalanarak su damlaciklar1 olusturulur. Bu
damlaciklar, su/yag emiilsiyonu i¢inde izole edilmis mikro reaktdrlerdir.

Adaptorleri tastyan DNA fragmanlarinin mikro reaktdrler igerisinde emiilsiyon PCR
(emPCR) gergeklestirilir, adaptor takili fragmentler yagin igerisindeki bir su
damlasinin i¢inde amplifiye olur.

Her damlacikta bulunan DNA parcasi, PCR ile ¢ogaltilir. Bu siire¢ sonunda, her bir
boncuk, binlerce kopya (klon) DNA fragmani ile kaplanir. Klonal DNA ile kaplanmis
boncuklar ve enzimler, akis hiicresine aktarilir.

Bir prob hedef dizisine hibritlestiginde, floresanli etiketli kisa bir oligoniikleotid DNA
sablonuna baglanir ve baglanmamis niikleotidler yikanir. Her bir oligoniikleotid

baglanmas1 sonucunda, 1s1manin dalga boyu sayesinde baglanan oligoniikleotidin
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karsilik geldigi niikleotidler belirlenir. Bu islem sonrasinda floresan etiketler yikanir
ve ligasyon dongiisii yeniden baglatilir, bu sekilde istenen miktarda dongii siirdiiriiliir
(Metzker, 2010).

Ion Torrent yontemi, 454 Life Sciences adli biyoteknoloji firmasinin kurucusu olan Dr.

Jonathan Rothberg tarafindan 2010 yilinda gelistirilmistir. Yontem kimyasal baglanma

sirasinda aciga cikan hidrojen iyonlarimin Slglilmesini temel alir, diger yontemlerden

farkli olarak optik algilama yerine iyon sensorleri ile ¢alisir (Eren vd., 2023). Yontem
temel olarak asagidaki basamaklar1 igermektedir;

e llgilenilen DNA bélgesi dnce kiiciik fragmanlara ayrilir. Elde edilen fragmanlarin iki
ucu da adaptorler ile isaretlenir.

e Hazirlanan DNA pargalari, bir ¢ipe yliklenir. Bu ¢ip, kiiciik pH sensorleri igeren
mikroskobik alanlardan olusur.

e Sckanslama sirasinda, ¢ipe bir dizi niikleotid (A, T, C, G) eklenir. Niikleotidlerin
DNA’ya baglanmasi sirasinda, bir proton (H*) salinir. Bu protonlar, ¢ip lizerinde
bulunan pH sensorleri tarafindan algilanir. Her niikleotid eklemesi, pH'da kiigiik bir
degisiklige neden olur. Bu pH degisikligi, bir yar1 iletken sensor tarafindan olgiiliir.

e Cip, bu pH degisikliklerini kaydeder ve sinyalleri elektriksel sinyallere doniistiiriir.
Niikleotidlerin eklenmesi ve pH degisiklikleri kullanilarak DNA dizisi ¢ikarilir. Her
niikleotid, ¢ip tizerindeki belirli bir pH sensorii tarafindan algilanir ve bu bilgiler
dizinin tam sirasini belirler.

Sistemin birincil dezavantaji, homopolimer uzantilarini ve tekrarlarini okumanin
zorlugudur. Baslica avantajlari, diger platformlarin sagladiklarina kiyasla nispeten daha
uzun okuma uzunluklari, daha esnek is akisi, daha kisa zaman ve daha uygun fiyat gibi

goriinmektedir (Gayathiri vd., 2023; Quail vd., 2012).

1.3.1.3 Uciincii Nesil Sekanslama

Ugiincii nesil sekanlama, Pacific Bioscience ve Oxford Nanopore ydntemlerini
igerir.
Pacific Bioscience yontemi, Pacific Biosciences (PacBio) tarafindan 2010 yilinda
piyasaya duyurulmustur. Yontem SMRT dizileme teknolojisini temel alir. SMRT, tek
molekiil diizeyinde ve gercek zamanli DNA sekanslama teknolojisidir. Yontemin en
bliyiik avantaji uzun okuma uzunluklar1 ve yliksek ¢oziiniirliik saglamasidir (Rhoads &

Au, 2015). Yontem temel olarak asagidaki basamaklar1 igermektedir;
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llgilenilen DNA fragmam izole edildikten sonra kalite kontrol, boyut ve
konsantrasyon ayarlama, DNA hasar1 ve uclarimin onarimi gibi rutin islemler
gerceklestirili. DNA fragmaninin pargalanmasina, denatiire edilmesine ya da
amplifikasyona gerek yoktur.

Elde edilen ¢ift sarmalli DNA 6rneginin basina ve sonuna "SMRTbell" olarak bilinen
sa¢ tokas1 adaptorleri kullanilarak kiit uclu ligasyon yapilir ve bu diziler sayesinde
DNA dairesel bir dizi haline gelir ve uzun tekrarli okumalarda baz hatalarini en aza
indirir.

PacBio yonteminin en 6dnemli bilesenlerinden birisi olan ZMW (Sifir Modlu Dalga
Kilavuzu) teknolojisi, 15181 sinirlt bir alanda yogunlastirarak sadece tek bir DNA
molekiiliiniin dizilenmesini saglar. Dairesel SMRTbell sablonlarit ZMW'lere dagilir
ve ZMW kuyucuklarinin tabanina, DNA polimeraz enzimi sabitlenir. DNA'y1
polimerazi DNA'nin etrafina sararak dizen geleneksel DNA dizileme tekniklerinin
aksine, bu teknik polimerazi kuyunun tabanina sabitleyerek DNA'y1 diziler.
Sekanslamanin gergeklestigi ¢ip iizerinde binlerce pikolitre ZMW kuyusu vardir ve
her kuyuda yalnizca 1 polimeraz bulunur. Boylece, tek bir DNA molekiilii yalnizca 1
kuyuya baglanir ve ger¢ek zamanli olarak analiz edilebilir.

Polimeraz DNA sablonuna floresan etiketlenmis niikleotitleri ekledik¢e niikleotit
spesifik 1s1malar meydana gelir. Bu sinyaller, niikleotit eklenmesinden sonra
pirofosfatinin kesilmesiyle sona erer ve goriintiilleme sistemi bu sinyalleri siirekli
olarak algilar. Bu islem diger kuyularda es zamanli ve paralel olarak gerceklesir.

PacBio yontemi diger yontemlere gore farkini gdstermistir. Bu yontem hizli

siralama yaparken, yiiksek hata oranina sahiptir. Bu sorunun kontrolii ayni dizinin birden

fazla okunmasi ve benzer sablonlarin degerlendirilmesiyle saglanir. Okuma siiresi DNA

uzunluguna bagl olarak degismekle birlikte 0,5 ile 4 saat arasinda degismektedir (Eren
vd., 2023; Quail vd., 2012; Rhoads & Au, 2015).
Oxford Nanopore yontemi, Oxford Nanopore Technologies (ONT) tarafindan 2014

yilinda piyasaya duyurulmustur. Yontem yapay bir polimer membrani i¢ine gomiilii

modifiye edilmis transmembran kanal proteinleri kullanimina dayanir. Bu yontem igin,

membrana elektrik akimi (100 pA-100 mV) ile gomiilmiis yapay bir nanopor gereklidir.

Bu nanopor, Staphylococcus aureus'tan tiiretilen 33 kD'lik bir protein olan alfa hemolizin

(aHL) tarafindan olusturulur. Bu proteinler, DNA molekiillerinin geg¢isine izin veren
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nanoporlart olusturur (Eren vd., 2023; Gayathiri vd., 2023). Yontem temel olarak

asagidaki basamaklart icermektedir;

Ilgilenilen DNA fragmani izole edildikten sonra kalite kontrol, boyut ve
konsantrasyonu ayarlama, DNA hasar1 ve uglarinin onarimi gibi rutin islemler
gergeklestirilir.

Elde edilen DNA fragmanina adaptorler eklenir. Kiitiiphane adaptorti, iki ipligi motor
proteine ve bir Y-adaptoriine baglar. Y-adaptorii, kiitliphanenin nanopor tizerindeki
dogru konumlandirilmasini saglar, motor protein ise DNA'min ¢6ziilmesini
kolaylagtirir ve nanopor {izerinden gecis hizini diizenler.

Membranin her iki tarafina uygulanan dissal bir elektrik alani, bir voltaj fark: yaratir.
Bu voltaj farki, DNA molekiillerini nanoporlardan gegirecek sekilde yonlendirir.
DNA dizilenmeden 6nce, Poly(A) kuyruk igeren adaptor dizisinin DNA'ya sokulmast
gerekir. Adaptor dizisi taninir ve bir motor protein tarafindan nanopora tasinir.
Nanopor adaptdr dizisini algiladiginda, DNA nanopordan tek bir iplik¢ik olarak
gegmeye baslar

DNA negatif yiiklii oldugundan, DNA membrandan gecen iyonik akimla nanopordan
gecer. Genetik materyali olusturan bazlarin her biri iyonik akimda farkli bir kesinti
yaratacaktir. Nanopordan gegen molekiiliin akimin kesintisine gore karakterizasyonu
algoritma tarafindan gergeklestirilir ve DNA dizisi tespit edilir.

Membranin yiiksek elektrik direnci, iyonik akimin yalnizca nanoporlar araciliiyla
iletilmesini saglar, bu da DNA'nin pordan gecisi sirasinda akim degisikliklerini hassas
bir sekilde tespit etmeye olanak tanir (Y. Wang vd., 2021).

ONT'nin diger yontemlere gore avantaji, kisa siirede okuyabilmesidir. Yontem

enzim, amplifikasyon veya floresanla etiketlenmis niikleotidlerin kullanimini icermez.

Polimeraz gibi bir enzime ihtiya¢ duymadigindan, yiiksek sicakliklara maruz kalmadan

dizileme yapabilir. Ayrica, amplifikasyon gerektirmediginden uzun bir 6rnek hazirlama

adimi yoktur. ONT'nin dezavantaji, biyoinformatik algoritmasinin elde edilen verileri

islemekte zorluk ¢ekmesidir (Eren vd., 2023; Gayathiri vd., 2023).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Hasat sonrasi donemi, iriinlin tarladan alinmasiyla tiiketim hazirhigina kadar
gecen tiim siireyi ifade eder. Hasat sonrasi kaybin ¢esitli nedenlerden dolay1 %25 oldugu
tahmin edilmektedir. Bu {iriiniin dortte birinin, {iretimi i¢in harcanan vaktin ve nakit
kaynaginin tamamen bosa gitmesi anlamini tasir. Hasat sonrasi gida kayb1 ¢cok yonliidiir;
hasat ve tarla islemleri, paketleme, depolama, zarar verici organizmalar, iirlinlerin
bozulabilirligi ve dayamikliligi gibi bircok faktorlere baghdir. Kayiplar biyolojik,
ekonomik ve zirai teknik nedenlerden dolay1 gergeklesebilir. Gida kaybi, direkt ya da
dolayli kayiplar olarak siniflandirilabilir. Direkt kayip nicelikseldir, sizint1 ya da hasere
gibi zararlilarin tiiketimi olarak dogrudan iirlin kaybini ifade eder. Dolayl kayip ise
niteliksel yani bozulma, iriiniin kalitesindeki diisiisii ifade etmektedir (Grolleaud, 2002).

Calismamiz kapsaminda niteliksel kayip yani bozulmanin veya kalite kaybinin,
taze sebzelerde genom diizeyinde nasil gergeklestigi, bitkinin bozulmaya karsi gen
ekspresyon diizeyinde nasil tepkiler gelistirdigi, dayaniklilik ve tolerans gelistirme
siirecinin incelenmesi ve potansiyel olarak kalite kaybinin nasil korunabileceginin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Maydanoz gibi yapraklar tiiketilen taze sebzelerde ilk
olarak yapraklarin solmasi, kivrilmasi, biiziilmesi gibi durumlarla kendini gostermeye
baslar. Depolama, tasima, isleme ve tiikketim asamalarinda meydana gelen olumsuz
etkenler engellendiginde, iyi saklama kosullar1 ve uygun tedbirler altinda dahi birkag
haftadan daha fazla dayanmasi miimkiin degildir. Yapilan bir caligmada hasat sonrasi
ozon ve salisilik asit (SA) uygulamasinin, maydanoz raf omriinii uzatan ve bu siire
boyunca kaliteyi en iyi koruyan yontem oldugu iddia edilmistir. Bu kosullarda dahi
maydanozlarin kaliteli depolanma siiresinin ancak 14+1 giin oldugu belirtilmistir (Uner,
2018). Maydanoz raf dmrii uzatilmasi hakkinda yapilan bir ¢aligmada hasat sonrasi belirli
kimyasallarla muamele edilmistir ve bu islemle birlikte 5 °C ve 20 °C'de saklanan
maydanozun raf dmriinlin uzatildig1 belirtilmistir. Bu kimyasallar giberellik asit (GA3),
1-Metilsiklopropen (1-MCP), ucucu yaglar ve nano bakir olup, kalite kaybina neden olan
incelik, peroksidasyon ve enfeksiyonlara karsi engelleyici oldugu goriilmistiir. Fakat
belirtildigi iizere maydanozun kalite kayb1 siireglerinde kimyasallarin goreceli 6nemi ve
bunlarin etkilesimleri hakkinda bilgiler yetersizdir (Ouzounidou vd., 2013).

Marul hasat sonrasindaki kalite kaybmin ana nedeni renk degisimi ya da
kahverengilesme olarak kabul edilmektedir. Renk degisimi, ¢esitli fizyolojik ve

biyokimyasal degisiklikleri iceren olduk¢a karmasik bir siiregtir ve genel olarak fenolik
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ile ilgili metabolitlerin enzimatik oksidasyonundan kaynaklandigi yaygin olarak kabul
edilmektedir. Marul iizerinde gerceklestirilen transkriptom analizi sonucunda
kahverengilesmenin 6-Benzilaminopurin (6-BA) hormonu ile Onlenebilir oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 calismada metabolom profili de c¢ikarilarak kahverengilesmenin
altinda yatan nedeni arastirilmis, bes metabolit sorumlu tutulmus ve bunun da 6-BA
hormonu ile azaltilabilir oldugu goriilmiistiir (Y. Liu vd., 2022). Marul iizerinde yapilan
diger bir aragtirma ise yaralanma, dehidrasyon ve senesensi ve bunlarin arasindaki iligkiyi
arastirmistir. Calismada soguk depolamanin senesens mekanizmasini olumlu etkiledigi
ve katta ortamin karanlik oldugu bir durumun kloroplastlari bozulmadan koruyarak ve
antioksidatif tepkiyi artirarak yaslanmay1 geciktirdigi diistinlilmiis fakat yine de renk
degisikligi, glikoliz ve Calvin dongiisii aktivitelerini semptomlarini sinirlamadigi
belirtilmistir. Transkriptom profili ise oOzellikle dehidrasyon stresi ile ekspresyon
diisiisiinii gostermis, erken transkriptom profilinde ise stresle iliskili (etilen, oksin, 151 ok
proteinleri vb.) genlerin yliksek ekspresyonu goriilmistiir. 7.giin profilinde dehidrasyon
stresiyle ilgili genlerde dramatik ekspresyon artis1 goriismiistiir. Kloroplastlarda, 7. glinde
klorofil a/b baglayici proteinlerin (CAB) biyosentezinin azalmadigi goriilmiis, bunun
sonucu olarak yaslanmanin hasattan yalnizca 7 giin sonra baslayabilecegi belirtilmistir.
Ayrica erken antioksidan aktivite yaslanmanin gerceklesmesini geciktirebilecegi, lipid
metabolizmas1 hasat sonrasi yaslanmanin iyi bir hedefi veya gostergesi olabilecegi
belirtilmistir (Ripoll vd., 2019). Manyok kok sebzesinde yapilan bir ¢aligmada, hasat
sonrasi hemen bozulmaya baslayan kok yumrularinda bozulmanin kékeni ve spesifik
olarak uzun kodlamayan RNA’nin (IncRNA) hasat sonrasi bozulmadaki rolii
arastirilmistir. Arastirma sonucunda ekspresyon seviyesi anlamli bir sekilde artan 288
IncRNA belirlenmis ve bunlarin hiicresel siireclerde rol aldig1 belirtilmistir. Ayrica hasat
sonras1 bozulma siirecinde, belirlenen IncRNA’larm etilen sinyalleme genlerini regiile
ettigi ve kalsiyum sinyallemesinin regiilesi ile de hasat sonrasi bozulmanin
geciktirilebilecegi one siirtilmiistiir (Zeng vd., 2020).

Hasat sonrast bozulma, ayni tiir icerisinde dahi farkliliklar gésterir. Bozulmanin
molekiiler mekanizmasmin belirlenmesi, direng gosteren bitkilerdeki direng
mekanizmalarinin arastirilmasi ve basarili genetik 1slah programlari ile hasat sonrasi
bozulmaya karsi direngli mahsuller elde edilebilir. Taze kesilmis marul {izerinde
ylriitiilen bir c¢alismada hizli ve yavag bozulma oranlarma sahip ebeveynler
caprazlanmistir. Marulun bozulma oranmin kalitsal bir 6zellik oldugu, bu 6zellik icin

genis bir kalittim oraninin (%61) bulundugu ve bu 6zelligin kalitim ile aktarildig:
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belirtilmistir. Ayrica belirli haplotiplerin, yavas veya hizli bozulma oranlariyla iliskili
oldugu one siiriilmiistiir (Simko vd., 2018). Hasat sonrasi bozulma, genetik altyapinin
yani sira dis etkenlerden kaynaklanmaktadir. Karpuz {izerinde yapilan bir ¢alismada,
belirli patojenik mantarlarin karpuzda hasat sonrasi bozulmayla baglantili oldugu tespit
edilmistir. Ayni calismada Azadirachta indica ve Cassia odorata bitkilerinden elde edilen
yaprak ekstraktlarinin, patojenlere karst Onemli Olciide etkili oldugu belirtilmistir
(Odelade & Oladeji, 2020). Hasat sonras1 bozulmanin programlanmis hiicre 6liimii ile
baglantisinin arastirildig: bir calismada, kotli depolama kosullari, fiziksel ya da kimyasal
islemler, yaralanma veya patojen enfeksiyonu gibi faktorlerin neden oldugu
programlanmis hiicre Oliimiiniin  “geri doniisii olmayan noktaya” kadar geri
dondiiriilebilir oldugu rapor edilmistir. Bu olumsuz etki eden faktoriin elimine edilmesi
anlamima gelmekte olup, programlanmis hiicre 6liimii gelisiminin erken asamalarinda
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Genellikle, farklt mahsuller arasinda programlanmig
hiicre oliimi ile iligkili olan genler, kaspaz benzeri sistein ve serin proteazlar,
metakaspazlar ve diger hiicre 6liimii proteazlari, hidrolazlar, niikleazlar, otofaji ile iliskili
genler (ATG), vakuolar isleme enzimleri (VPE) ve programlanmis hiicre o6limii
sinyallemesi ile ilgili proteinler (Reaktif Oksijen Tiirleri, ROS), etilen, mitojenle aktive
olan protein kinazlar (MAPK), kalsiyum iyonu (Ca**) ve lipide bagli yollar gibi) ve ¢esitli
yaslanma ile ilgili genler (SAG), kodlayan genleri olarak rapor edilmistir. Bununla
birlikte, mahsul genotipine, yaslanma evresine ve stresin etkilerine bagli olarak
programlanmis hiicre 6liimii genlerinin bu enzimlerin farkli izoformlarini ve diger
programlanmis hiicre olimi ile iligkili sinyal faktorlerinin c¢esitli bi¢imlerini

kodlayabilecegi unutulmamalidir (Iakimova vd., 2024).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Is akis1 transkriptom analizi temelli yiiriitiilmiistiir. Transkriptom dizileme,
genetik materyalin belirli bir zaman ve belirli sartlar altinda hangi genlerin ifade edildigi

veya edilmedigini belirlemek i¢in kullanilmaktadir.

3.1. Gen Ekspresyonu RNA-seq Cahsmalar i¢in Kullanilan Total RNA’nin
izolasyonu

Tez ¢alismasi1 kapsaminda diiz yaprakli (P. crispum var. neapolitanum; genis
yaprakli Italyan tipi) maydanoz tohumlarinin ¢imlendirilmesi ve yetistirilmesi, Selguk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii seralarinda gerceklestirilmistir.
Hasat asamasimna gelmis bitkilerden alinan yaprak doku &rnekleri hasat éncesi (HO)
ornekleri olusturmakta iken, hasat sonrasi 3 giin siire ile +4°C’de saklanmis olan
yapraklar hasat sonrast (HS) ornekleri olusturmaktadir. Hasat sonras1 ve hasat dncesi
doku oOrneklerinden total RNA izolasyonu icin NucleoSpin RNA Plant Mini Kit
(Macherey-Nagel), iireticinin protokolii uygulanarak kullanilmistir. RNA 6rneklerinin
biitiinligli Bioanalyzer 2100 sistemi (Agilent Technologies, CA, USA) kullanilarak

kontrol edilmistir.

3.2. RNA-seq Calismasi ve Biyoinformatik RNA-seq Veri Analizleri

Total RNA’dan mRNA izolasyonu manyetik parcacikli Poly(T) kullanilarak
gerceklestirilmistir. RNA fragmentasyonu, cDNA sentezi, u¢ onarimi, A niikleotidi
ekleme islemi, adaptor ligasyonu, boyut seleksiyonu, amplifikasyon ve saflastirma
islemleri sonucunda RNA-seq kiitiiphanesi elde edilmistir. Total RNA 6rneklerinin (hasat
sonras1 ve hasat Oncesi Orneklerden ii¢ biyolojik ve iki teknik replika) NGS (Next
Generation Sequencing) sekanslama calismast i¢in Illumina kisa okuma platformu
kullanilmis olup 6rnek basi okuma derinligi 20 milyon seklinde diizenlenmistir. RNA-
seq ¢alismas1 sonucu olusturulan biiyiik veri asagida akis1 verilen biyoinformatik araglar
ile analiz edilmistir. RNA-seq analiz verilerinin karsilastirilmasinda ve ekspresyon
miktar1 anlamli degisen genlerin belirlenmesinde kullanilan olan yazilimlar, ilgili bilimsel
literatlirde standart kabul edilen yaklasimlar dahilinde kullanilan yazilimlardir. Veri
analizleri, sekanslama islemi sonucu elde edilen ham verilerin kalite siniflandirilmasi ve

buna gore filtrelenmesi ile baglatilmistir.
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3.3. Ham Sekans Verilerinin Kalite Analizleri ve Transkriptom Birlestirme
(Assembly) Calismasi

FASTQ formatinda elde edilen ham sekans okumalarinin FastQC (Read Quality
Reports) programi ile kalite kontrolleri yapilmistir (Andrews, 2010). Ardindan
Trimmomatic (flexible read trimming tool for [llumina NGS data) yazilimi kullanilarak
okumalarin basindaki ve sonundaki diisiik kaliteli bazlarin kesilmesi, ortalama kalite
esiginin altindaki tiim okumalarin elimine edilmesi ve belirlenen uzunluk kriterini
saglamayan okumalarin atilmasi kosullarinda temizlenmistir (Bolger vd., 2014). Hata
oraninin sekans okumalarinda konuma bagli dagilimimin gorsellestirilmesinde fastp
yazilimi kullanilmistir (Chen vd., 2018). Kirpilmis okumalar uygun de novo transkriptom
birlestirme, diger adiyla assembly algoritmasi kullanilarak montajlanmistir. De novo
birlestirme yaklasimlari i¢in Trinity transkriptom assembler yazilimi kullanilmistir
(Grabherr vd., 2011). Trinity assembler ile iiretilen birlestirilmis sekanslar baz alinarak,
Salmon yazilim1 temelli Align Reads and Estimate Abundance yazilimi ¢alistirilmigtir
(Grabherr vd., 2011; Patro vd., 2017). Okumalar, birlestirilen transkriptlere hizalanmis
ve TPM (Transcripts Per Million) bazli transkript bolluk tahmini yapilmistir; elde edilen
ciktilar ile Build expression matrix yazilimi calistirilarak TPM degerlerine dayali
ekspresyon maktriksi elde edilmistir (Grabherr vd., 2011). Ekspresyon matriksi
kullanilarak, eksprese edilmeyen ve TPM <1 degerlere sahip transkriptler, Filter Low
Expression Transcripts yazilimi kullanilarak filtrelenmistir (Grabherr vd., 2011).
Filtrelemis birlestirilmis transkriptom verisi icerisinde, yliksek benzerlige sahip dizileri
gruplandirarak, en uzun transkriptin temsilci olarak belirlenmesinde cd-hit yazilimi
kullanmilmistir (W. Li & Godzik, 2006). Trinity yazilimi kullanilarak gergeklestirilen
montaj isleminin ardindan diisiik ekspresyon seviyesine sahip transkriptler agisindan
filtrelenen ve cd-hit yazilimi kullanilarak yiliksek benzerlige sahip diziler arasinda
temsilci segerek gereginden fazla transkriptlerden arindirilan birlestirilmis transkriptom
verisinin gen igerigi ve biitlinliigi kriterlerine dayali kalitesi BUSCO (Benchmarking
Universal Single Copy Orthologs) analizleri ile belirlenmistir (Simao vd., 2015). Trinity
assembler ile iiretilen birlestirilmis transkriptom verisinde olast pargali contiglerin, ve
SNP (Tek Niikleotit Polimorfizmi)/INDEL igeren alternatif contiglerin genlere
birlestirilmesinde Corset yazilimi kullanilmistir (Davidson & Oshlack, t.y.). Her bir gen
kiimesi i¢in en uzun transkript ‘Unigene’ olarak belirlenmistir. Trinity yazilimi
kullanilarak gerceklestirilen montaj isleminin ardindan Corset yazilimi ile islenen

birlestirilmis transkriptom verisini kalite ve biitiinliigliniin degerlendirmesi amaciyla
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BUSCO analizleri gerceklestirilmistir. Trinity yazilimi kullanilarak gerceklestirilen
montaj isleminin ardindan Corset ve cd-hit yazilimlariyla ayr1 ayr islenen birlestirilmis

transkriptom verilerinin BUSCO veri setleri karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

3.4. Birlestirilmis Tiim Transkriptomun Anotasyonu

Birlestirilmis transkriptom verisi, transkriptlerin kodlama potansiyeli acisindan
degerlendirilmek tizere TransDecoder yazilimi ile analiz edilmistir (Haas vd., 2013).
TransDecoder analizleri sonucu CDS sekanslar (Coding Sequences) ve en uzun
potansiyel biitliinliikte ORF (Open Reading Frame) sekans verileri olusturulmustur.
Transkriptom anotasyonu gerceklestirilirken referans veri tabani olarak NCBI resmi
niikleotit ve peptit veri tabanlari olan NT (NCBI Nucleotide Sequences) ve NR (NCBI
non-redundant Protein Sequences), COG (Clusters of Orthologous Genes) kullanilmistir
(Tatusov, 2000). Peptit veri tabanina dayali gergeklestirilen anotasyon {iizerinden gen
ontolojisi (GO) anotasyonu analizi i¢in Blast2GO yazilim1 kullanilmistir (Conesa & Gotz,

2008).

3.5. Gen Ekspresyonu Degisimlerinin Belirlenmesi Analizleri

Trinity yazilimi ile birlestirilmis ve Corset yazilimi ile esdeger transkriptler
genlere birlestirilecek sekilde islenmis olan transkriptom, sekans okumalarinin
haritalanmas1 ve ekspresyon seviyelerinin kuantifikasyonu icin referans olarak
kullanilmistir. Hasat sonras1 ve hasat oncesi Orneklere ait RNA sekans okumalarinin
referans de novo birlestirilmis transkriptoma haritalanmasinda RSEM yazilimi, bowtie2
esleme hatasi tolerans parametresi 0 (default) sekilde kullanilmistir (B. Li & Dewey,
2011). RSEM yazilimi 6rneklerin gen ekspresyonu seviyelerini belirlemede bowtie?2 ile
elde ettigi haritalama sonuclart ve her bir haritalanan gen i¢in okuma sayisini
kullanmaktadir. Ayrica yazilim okuma sayis1 degerlerini FPKM (Fragments per Kilobase
per Million Mapped Reads) degerlerine ¢evirmektedir. FPKM degeri gen ekspresyonu
diizeyini belirlemede kullanilan en yaygin metot olup, sekanslama derinlii ve gen
uzunlugu parametrelerini dikkate alarak gen sayim degerlerinin normalizasyonunu
gerceklestirmektedir (Trapnell vd., 2010). Hasat sonras1 ve hasat Oncesi Orneklerde
ekspres edildigi bulunan genlerin her iki grup i¢in karsilastirilmasi, bir Venn diyagrami
ile gosterilmistir.

Diferansiyel gen ekspresyonu analizi ile hasat sonrasi ve hasat dncesi 6rnekler

arasinda ekspresyonu degisen genlerin belirlenmesinde DESeq2 yazilimi kullanilmigtir
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(Love vd., 2014). Diferansiyel gen ekspresyonu analizinde girdi olarak okuma sayisi
kullanilmustir.  Istatistiksel —olarak anlamli gen ekspresyonu degisimlerinin
belirlenmesinde diizeltilmis P-degeri (Padj) esik degeri < 0.05 ve log2foldchange esik
degeri > 1 olarak uygulanmistir. Kiimeleme (cluster) analizi, benzer ekspresyon profili
gosteren genlerin belirlenmesini saglar. Diferansiyel ekspresyon analizi sonucunda
heatmap (1s1 haritas1) grafigi, okuma sayilarinin normalizasyonu sonucu hesaplanan

FPKM degerlerine gore olusturulmustur.

3.6. Diferansiyel Ekspresyon Analiz Sonu¢larimin Yolak Zenginlestirme Analizi
Ekspresyonu degisen genlerin yolak zenginlestirme analizi sonucunda bu genlerin
hangi biyolojik fonksiyonlar yani yolaklar ile iliskili genler olduklar
belirlenebilmektedir. Caligmada yolak zenginlestirme ile gen anotasyonu analizleri Gene
Ontology (GO) veri tabanina dayanarak Blast2GO yazilimi ile gergeklestirilmis, gen
tanimlart Gene Ontology veri tabanindan ilgili GO ID taniminin transfer edilmesi ile
saglanmistir (Conesa & Gotz, 2008). Diizeltilmis p degeri 0.05 ve altinda olan GO
anotasyonlari, ekspresyonu degisen genler (DEG) tarafindan anlamh diizeyde
zenginlestirilmis GO terimleri olarak belirlenmistir. DEG’lerin anotasyonlari, temel GO
kategorileri olan CC (Cellular Component - Hiicresel Bilesen), BP (Biological Process -
Biyolojik Siireg) ve MF (Molecular Function - Molekiiler Fonksiyon) kategorilerine gore

siniflandirilmis sekilde elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

Calisma kapsaminda, maydanoz bitkisinde hasat sonrasi bozulmanin molekiiler
mekanizmalar1 gen ekspresyonu diizeyinde arastirilmistir. Hasat sonrasi bitkinin gen
ekspresyonu diizeyinde gecirdigi degisimlerin belirlenmesi, hasat sonrast hangi
metabolik yolaklarin aktive ya da inaktive oldugu ve hasat sonrasi bitkide goriilen
bozulma siirecinin agiklamasin1 yapmaktadir. Bu siirecte gen ekspresyonu diizeyinde
meydana gelen degisiklikler, hasat sonrasi bozulma siireci hakkinda temel bilgileri
vermektedir. Bunun i¢in hasat dncesi ve hasat sonrasi sogukta depolama kosullar1 altinda
muhafaza edilen numuneler arasindaki diferansiyel ekspresyon analizleri yapilmistir.
Hasat oncesi bitkileri, laboratuvar ¢alismalarinin yapildig1 asamaya dek gereken optimal
151k ve sulama gibi gereksinimleri karsilanirken, hasat edilen numuneler tiiketicilerin
genel olarak uyguladigi kosullarda (+4°C’de 3 giin) muhafaza edilmistir. Total RNA
izolasyonu i¢in maydanoz bitkisinin, yaprak dokularindan 6rnek alinmistir. Yaprak
dokularindan alinan numunelerin miktar ve kalitesinin total RNA izolasyonu i¢in yeterli
ve uygun oldugu goriilmiistiir. Calisma kapsaminda numunelerden total RNA izolasyonu
yapilmis ve ardindan gerekli kalite kontrol protokolleri uygulanmistir. RNA numuneleri,
[Mlumina kisa okuma sekanslama platformu kullanilarak sekanslanmistir. Sekanslama
islemi sonras1 elde edilen RNA-seq veri seti kullanilarak, biyoinformatik veri analizleri

gerceklestirilmistir.

4.1. RNA-seq Veri Seti ve Biyoinformatik RNA-seq Analiz Sonuc¢lari

Total RNA izolasyonu, ¢alismanin temelleri, numunelerin durumu ve izolasyon
sonras1 devaminda gergeklestirilecek ¢alismalar gbz onilinde bulundurularak uygun bir
protokol belirlenerek — gergeklestirilmistir.  izolasyon sonras;, RNA safliginin
degerlendirmesi i¢in gerekli spektrofotometrik dl¢iimler yapilmistir. Tam uzunlukta gen
ekspresyon profil gerekliligi icin RNA biitiinliik testleri ve konsantrasyon ol¢iimleri de
gerceklestirilmistir. Total RNA izolasyon calismast sonucunda elde edilen veriler, kalite

ve biitlinliik anlaminda yeterli bulunmustur.

4.2. Ham Sekans Verilerinin Kalite Analiz Degerleri
Calisma kapsaminda RNA numunelerinin sekanslama siireci, diferansiyel
ekspresyon analizi ger¢eklestirileceginden 6tiirii kisa okuma yapan platformlar arasindan

sec¢ilmis olup, bunlar arasinda yliksek dogruluk ve ytliksek verimle ¢alisan, en 6nemlisi de
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diisiik hata oraniyla bilinen ve sentez ile sekanslama yapan (SBS) Illumina sekanslama
platformu ile yiiritiilmistiir. [llumina, ¢alisma 6zelinde ve arastirma konusuna dayali
olarak farkli ihtiyaglara yonelik ¢esitli sekanslama platformlarii i¢inde barindirir.
Calismamiz o6zelinde yiiksek verimli, en esnek ve giiclii platformlarindan biri olan
[Mlumina kisa okuma sekanslama platformu tercih edilmistir. Sekanslama 150 baz ¢ifti
uzunlugunda ve ¢ift yonlii okuma ile gerceklestirilmistir. Cift yonlii okuma, ozellikle
referans genomu olmayan organizmalarda de novo assembly ¢alismasi i¢in daha 1yi bir
ortiisme saglanmasi agisindan ideal yontemdir, hizalamadaki belirsizliklerin ortadan
kaldirilmasi i¢in tercih edilir. Sekanslama sonrasi elde edilen ham sekans verileri, baz
kalitesi dagilimi, GC igerigi, adaptdr ve kontaminasyon tespiti gibi birgok kalite kriterleri
acisindan analiz edilir. Bu amagla FastQC ve ardindan fastp yazilimi birlikte
kullanilmistir. Cift yonlii olarak sekanslanan verilerin, ham okuma sayisi ¢alisma i¢in
yeterli bulunmustur. Okuma sayisinin yiiksek olmasi, analizin yeterli dogruluk ve
derinlikte yapildigin1 gostermektedir. FastQC analizinde hesaplanan Q-skoru (Kalite
skoru) en 6nemli kalite gostergelerinden biridir, Phred kalite skoru olarak da bilinir. Q-
skoru, baz cagirma islemi sirasinda okunan bazin dogrulugunun istatistiksel olarak
tahmin edilmesini saglayan bir 6l¢iim sonucunda elde edilir. Q-skoru degerleri logaritmik
bir 6l¢ekle ifade edilir ve hata oranlarini isaret eden Q20, Q30 gibi bir degerlerle ifade
edilir. Phred skoru’nun 20 olmasi durumu (Q20) sekans okumalarinin dogruluk oraninin
%99 oldugunu, Phred skoru’nun 30 olmasi durumu (Q30) okuma dogruluk oraninin
%99.9 olmasini ifade eder. Calismamizda yiiriitiilen FastQC analiz sonug tablosu asagida

verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. FastQC Analiz Sonuglart

Ornek Ham Okumalar Q20 Q30 GC Icerigi
HS1 53,999,505 99.01 97.15 42.32
HS2 48,718,651 99.02 97.11 42.37
HS3 45,574,243 99.09 97.27 42.92
HO1 45,454,602 98.33 95.33 43.87
HO2 45,286,038 98.98 97.03 42.34
HO3 56,320,168 98.78 96.62 42.30

Sekans okumalarinin %98,87’si i¢in Phred kalite skoru degeri 20 ve %96,75’1 i¢in ise 30
ve lzeri olarak hesaplanmistir. Analizde o6l¢iilen 0.01°’lik hata orani ile birlikte
sekanslama verilerinin oldukca kaliteli ve giivenilir oldugu goriilmektedir. Ortalama
ylizde GC orani ise 42,68 olarak hesaplanmistir. Oran beklenen sinirlarda oldugu gibi

anormal bir sapma da tespit edilmemistir. Bu sonuglar da sekans verilerinin giivenirligini
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desteklemektedir. Sekans verilerindeki hata oranmin konuma bagli dagilimi fastp
yazilimi kullanilarak incelendiginde, hata oraninin Phred kalite skoruna ¢evrilerek Q20
seviyesinde oldugu belirlenmistir, bu veri analizi ¢aligmalarimiz i¢in sekans kalitesinin
uygun oldugunu gostermektedir. Okumalar 150 baz uzunlugunda yapilmakta ve hata
orani sona dizi etiketi sonunda nispeten artmaktadir, bu durum Illumina tabanl

sekanslama platformunda beklenmektedir.
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Sekil 1. Fastp Analizi Sonuglart

Ham sekans verilerinde, diisiik kaliteli bazlarin, ortalama kalite esiginin altindaki
okumalarin ve belirlenen uzunluk saglamayan okumalarin kesilmesi islemleri
gerceklestirilmistir, bu sekilde okumalarin dogruluk ve gilivenirliginin arttirilmasi
amaglanmistir. Bu islem Trimmomatic yazilimi ile gergeklestirilmistir. Trimmomatic

raporu asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Trimmomatic Analiz Sonuglar

Ornekler Okuma Korunan Korunan Korunan Filtrelenen

Sayisi Okuma Sayist  Okuma Sayis1  Okuma Sayis1 Toplam
(Cift) (Yalmzca leri  (Yalnizca Geri  Okuma Sayist
Okumalar) Okumalar)

HS1 53,999,505 52,735,514 673,888 401,922 188,181
(97.66%) (1.25%) (0.74%) (0.35%)
HS2 48,718,651 47,588,061 571,577 378,507 180,506
(97.68%) (1.17%) (0.78%) (0.37%)
HS3 45,574,243 44,595,387 493,716 332,297 152,843
(97.85%) (1.08%) (0.73%) (0.34%)
HO1 45,454,602 43,579,333 600,295 780,348 494,626
(95.87%) (1.32%) (1.72%) (1.09%)
HO2 45,286,038 44,113,074 595,379 378,168 199,417
(97.41%) (1.31%) (0.84%) (0.44%)
HO3 56,320,168 54,620,681 870,120 520,809 308,558
(96.98%) (1.54%) (0.92%) (0.55%)

Ham veri 295,353,207 okuma (¢ift yonlii, 2x150bp) icermekte olup, belirlenen kriterleri
tasimayan 1,524,131 okuma veriden ¢ikarilmistir. Filtreleme sonras1 293,829,076 okuma
(%99,48 korunma orani) elde edilmistir. Trimmomatic ile temizlenen sekans verileri,
sekanslama siirecinde meydana gelmis olabilecek hatalardan filtrelenerek ileri analizler

icin uygun hale getirilmistir.

4.3 Transkriptom Birlestirme (Assembly) Sonu¢ Verisi

Transkriptom birlestirme islemi, kisa okumalarin analiz edilerek birlestirilmesi,
anlam tasiyan ve tam uzunlukta belirli bir transkripti temsil eden gruplar yani contig'leri
meydana getirme iglemidir. Montaj i¢in Trinity yazilimi kullanilmigtir. Trinity, de novo
transkriptom montaj i¢in uygun bir yazilim olup hem Overlap Layout Consensus (OLC)
hem de de Bruijn grafi tabanli algoritmalar1 barindirmaktadir. de Bruijn grafi, okumalarin
daha kisa parcalara ayirarak bu parcgalar arasindaki Ortlismeye dayali birlestirmeler
gerceklestirir, olas1 birden ¢ok birlestirme olasiligi dogdugunda ise transkriptin olasi
izoformlar1 ve alternatif kesilme olaylar1 diislintilerek dongiiler ¢oziiliir. Kisa okuma
sekans platformlarinin ¢iktilar1 i¢in uygun olan bu yontem tam uzunlukta transkriptler
meydana getirirken, ayn1 zamanda olas1 izoformlar1 tanimlamay1 saglar. Transkriptom
birlestirme isleminin sonucunda toplam 133,689 transkript elde edilmistir. Hesaplanan
ortalama ylizde GC oraninin ise %40,80 oldugu belirlenmistir, bu sonu¢ montaj
sonuglarinin tutarli oldugu gostermektedir.

Montaj kalitesinin degerlendirilmesi islemi icin elde edilen birlestirilmis

transkriptlerin ~ N-degerleri  hesaplanmistir.  N-degeri, transkriptlerin  uzunluk
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dagilimlarina dayali olarak ol¢iilmektedir. N-degeri, elde edilen tiim birlestirilmis
transkriptler uzunluklarina gore siralandiginda, toplam uzunlugun belirli bir yiizdesini
(6rnegin N50 degeri i¢in %50’sini) gecen en kisa transkript uzunlugudur. Montaj
sirasinda elde edilen birlestirilmis transkriptlerin ¢cogunlukla kisa olmasi eksik ya da
hatali montajin gerceklestigini gostermektedir. Birlestirilmis transkriptlerin uzun olmasi
ise montaj kalitesinin basarili oldugu ve tam uzunluklu transkriptlerin elde edildigi
anlamina gelmektedir. Calismamiz kapsaminda elde edilen birlestirilmis transkriptlerin

uzunluk verileri ise agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3. Birlestirilmis Transkriptlerin Uzunluk Verileri

Olusturulan tiim transkriptlere (tim izoformlar)
dayali istatistikler

N50 1591
Ortalama transkript uzunlugu 1089

En uzun birlestirilmis transkript 11,967

En kisa birlestirilmis transkript 301

Islenen toplam baz sayist 145,586,598

Montaj sonucunda olusturulan tiim transkriptlere dayal: istatistiklerde N50 degeri
1591 olarak elde edilmistir. Sonuglarda dengeli bir transkript uzunlugu dagilimi
gbzlemlenmis olup ortalama transkript uzunlugu 1089 baz olarak hesaplanmistir.
Okumalarin, birlestirilmis transkriptlere hizalanmasi ile TPM bazli transkript bolluk
tahmini yapilmistir. Yapilan transkript bolluk tahmini ile ekspresyon matriksi elde

edilmistir. Elde edilen veriler asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4. Ekspresyon Matriks Verileri

HS1 HS2 HS3 HO1 HO2 HO3
Okuma Sayst (=0) 177,353 118,972 192,964 153,667 147,437 159,914
Okuma Sayst (0-10) 6,924 61,594 1,727 31,966 36,121 12,06
Okuma Sayisi (>10) 60,208 63,919 49,794 58,852 60,927 72,511
TPM (=0) 177,352 118,972 192,964 153,667 147,436 159,914
TPM (0-1) 11,906 40,104 3,943 24214 26,031 17,818
TPM (>1) 55,227 85,409 47,578 66,604 71,018 66,753

Elde edilen TPM degerlerine dayali ekspresyon matriksi kullanilarak eksprese
edilmeyen ve TPM <1 degerlere sahip transkriptler filtrelenmistir. Yiiksek benzerlige

sahip dizileri kendi arasinda gruplandirarak temsil dizilerinin seg¢ilmesi ve kiimeler
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halinde birlestirmesi i¢in cd-hit yazilimi calistirilmistir. Kiimeleme, ayni gene ait
transkriptlerin tek birim olarak ele alinmasini saglar ve diferansiyel ekspresyon analizini
daha giivenilir bir hale getirir. Montaj kalitesinin ve biitiinliigiinii degerlendirmek i¢in
BUSCO analizi gerceklestirilmistir. Organizmalarin temel biyolojik islevlerinin
gerceklestirilmesinden sorumlu, evrimsel olarak korunmus, farkl: tiirler arasinda dahi ¢ok
az degisiklige sahip, her bireyde mutlaka bulunan ve tek kopya gen olarak bulunan genler
kullanilarak, ki bu genler ortolog genler olarak bilinir, genom analizi ¢aligsmalarinda
biitiinliik testi yapilir. Birlestirilmis transkriptom verisinde ortolog genlerin bulunup
bulunmadigi, eksiksiz ve tek kopya olmasi, parcali halde bulunmasi ya da ¢ok kopyal
olarak bulunmasi gibi tiim veriler BUSCO analizi sonucunda elde edilmektedir. Ortolog
genlerin yiiksek oranda tek kopya ve eksiksiz halde olmasi caligmalarda istenen
durumdur. Calismamizda BUSCO analizi i¢in Embriyofit veri tabaninda bulunan toplam
1614 adet ortolog gen referans olarak kullanilmistir. Trinity c¢iktist birlestirilmis
transkriptomun cd-hit yazilimi ile islenmesi sonucunda elde edilen veriyle yiiriitiilen

BUSCO analiz grafigi asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 2).

BUSCO Assessment Results
. Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)
Fragmented (F) . Missing (M)

\ \ I | [ |
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%BUSCOs

Sekil 2. Trinity Ciktist Birlestirilmis Transkriptomun Cd-Hit Yazilimi ile Islenmesi Sonucunda Elde
Edilen Verinin Yiiriitiilen BUSCO Analiz Grafigi
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Trinity ¢iktist birlestirilmis transkriptomun cd-hit yazilimi ile islenmesi sonucunda elde
edilen veriyle yiiriitiilen BUSCO analiz sonucunda toplam 1374 tam gen belirlenmis olup,
935 gen tek kopya ve 439 gen ise ¢ok kopyal1 gen olarak goriilmektedir. Cok kopyali gen
orani, alternatif contiglerin ve ayni1 genin transkriptinin farkli boliimlerini temsil eden
birden fazla contig olduguna isaret etmektedir ve transkriptom birlestirme ¢aligmalarinda
beklenen bir durumdur. Sonuglar 112 genin birlestirilmis transkriptom verisinde parcali
olarak bulundugunu gdstermektedir. Analizde kullanilan 1614 ortolog gen i¢inden 128
gen eksik olarak belirlenmistir. Trinity yazilimi kullanilarak gergeklestirilen transkriptom
birlestirme isleminin ardindan Corset yazilimi kullanilarak, ayni1 gene ait transkriptlerin
farkli bolgelerini temsil eden, transkript varyanti niteligine olan ya da RNA-seq
analizlerinin dogast geregi gdzlemlenen alternatif transkriptlerin, ayni gene ait
transkriptler olarak kiimelenmesi saglanmistir. Trinity yazilimi kullanilarak birlestirilen
transkriptom, Corset yazilimi kullanilarak esdeger contiglerden temizlenmis ve her bir
transkript edilen lokus icin en uzun transkriptlerden olusan unigene dosyasi
olusturulmustur (Davidson ve Oshlack, 2014). Yazilim ile toplam 77,103 adet unigene
belirlenmigtir. Trinity ¢iktis1 birlestirilmis transkriptomun ve bu transkriptomun Corset
yazilimi ile islenmesi sonucunda elde edilen veriyle yiiriitiilen BUSCO analiz grafigi

asagidaki sekilde birlikte verilmistir (Sekil 3).

BUSCO Assessment Results
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Sekil 3. Trinity Ciktisi Birlestirilmis Transkriptomun ve Bu Transkriptomun Corset Yazilimi ile Islenmesi
Sonucunda Elde Edilen Verinin Yiiriitilen BUSCO Analiz Grafigi
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Trinity c¢iktis1 birlestirilmis transkriptomun filtrelenmeden gerceklestirilen BUSCO
analizi sonuclarinda toplam 1341 tam gen belirlenmis olup, 699 gen tek kopya ve 642 gen
ise ¢cok kopyali gen olarak goriilmektedir. Cok kopyali gen oraninin yiiksek olmasi
alternatif contiglerin ve ayni genin transkriptinin farkli boliimlerini temsil eden birden
fazla contig olduguna isaret etmektedir ve transkriptom birlestirme caligmalarinda
beklenen bir durumdur. Sonuglar 134 genin birlestirilmis transkriptom verisinde parcali
olarak bulundugunu gostermektedir. Analizde kullanilan 1614 ortolog gen i¢inden 139
gen eksik olarak belirlenmistir. Corset yazilimi ile kiimeleme yapilan transkriptomun
BUSCO analizlerine tabi tutulmasi sonucunda elde edilen veri incelendiginde ise toplam
1198 tam gen belirlenmistir, bunlardan 1155 genin tek kopya, yalnizca 43 genin ¢ok
kopyal1 oldugu belirlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak Corset yaziliminin alternatif
izoformlarin giivenilir bir sekilde kiimeleme yaptig1 goriilmektedir. Yiiksek sayida tam
ve tek kopyali genlerin varligi ile birlikte birlestirilmis transkriptom verisinin biiyiik
Olctide eksiksiz oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar diferansiyel ekspresyon analizleri igin
birlestirilmis ve kiimelenmis transkriptom verisinin yeterli kalitede ve giivenilir oldugunu

gostermektedir.

4.4. Birlestirilmis Tiim Transkriptomun Anotasyon Verileri

Birlestirilmis transkriptom c¢esitli veri tabanlar1 kullanilarak kapsamli bir sekilde
yapisal ve fonksiyonel anotasyon islemi yiiriitiilmiistiir. Bu analizler transkriptlerin olasi
kodladig1 proteinleri ve bunlarin islevsel olarak hangi biyolojik siireclerde yer aldigin
belirlemek anlaminda biiyiikk 6nem tasimaktadir. TransDecoder yazilimi kullanilarak
ylriitiilen analizleri sonucu CDS sekanslar ve en uzun potansiyel biitlinliikte ORF sekans
verileri olusturulmustur. En uzun ORF’leri igeren, potansiyel protein kodlama bdlgesi
olan 124,362 sekans belirlenmistir. Kodlama potansiyeli tasidigi dogrulanmis olan ise
toplamda 80,939 sekans oldugu belirlenmistir. Transkriptomun yapisal anotasyon verileri
incelendiginde, transkriptlerin biiyiik bir boliimiiniin NCBI resmi niikleotit ve peptit veri
tabanlar1 olan NT ve NR iizerinde tanimli olan gen ve proteinlerle benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. NCBI NR, giiniimiizde kadar c¢aligmasi1 yapilan tiim protein dizilerini
icermektedir ve bunu farkli organizmalarda ayni1 proteini kodlayan dizileri kiimeleyen bir
veri tabanidir. NCBI NT, transkriptom seviyesinde mevcut tiim niikleotit dizilerini igeren
genis kapsamli bir veri tabamidir. Veri tabaninda tanimli niikleotit dizilimlerinin
fonksiyonel anotasyon verisi mevcuttur, karsilastirmali dizi benzerlik analizleriyle elde

ettigimiz birlestirilmis transkriptom verisinde benzerlik yoluyla anotasyon yoluna
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gidilebilir. Bu iglemi yapan yazilim, genel adiyla BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) algoritmast belirli bir sorgu dizisini, tanimi1 bilinen veri tabanindaki dizilerle
benzerlik karsilastirmasi yaparak sonug alir. BLASTN, NCBI NT veri tabanini kullanarak
niikleotit-niikleotit karsilagtirmasi yaparken, BLASTP, NCBI NR veri tabanini protein-
protein karsilastirmasi yapar. BLAST karsilastirma yiiriitiirken sorgu dizisiyle birebir
eslesme saglayan bolgeleri belirleyebilir fakat ayni zamanda belirli eksiklik ya da
yanlishik iceren bolgeleri de bu bdlgelerin durumunu raporlayarak eslemeye devam
edebilir. Bu ylizden sonuclar skorlama ve istatistiksel analizlerle desteklenmelidir,
BLAST c¢iktilarinda belirtilen E-degeri ve bit skoru gibi sonuglar degerlendirilerek analiz
tamamlanmalidir. E-degeri, rastgele bir eslesmenin gerceklesmesinin olasiligini belirtir.
Diistik E-degerleri eslesmenin anlamli oldugunu, yiiksek degerler ise eslesmelerin zayif
oldugu anlamina gelmektedir. Calismamiz kapsaminda gerceklestirilen BLAST analizi
sonuglar1 incelendiginde, NCBI NT veri tabaninda mevcut niikleotit dizilerine kargilik
gelen toplamda 30,387 sorgu dizisinin fonksiyonel anotasyon tanimlamasi
gerceklestirilmistir, bu sorgu dizilerinin tiimii benzersizdir. NCBI NR veri tabaninda
mevcut protein dizilerine karsilik gelen toplamda 39,818 sorgu dizisinin fonksiyonel
anotasyon tanimlamasi gergeklestirilmistir, bu sorgu dizilerinin de tiimii benzersizdir.
Calisma kapsaminda yiiriitiillen BLAST analizi sonucu elde edilen eslesmelerin E-
Degeri dagilim grafiginde, bu eslesmelerin %10,2’sinin E-Degerinin 0 oldugu
goriilmektedir. E-Degerinin 0 olmasi, sorgu dizisi-veri tabani eslesmesinin tesadiifi olma
olasiliginin 0 oldugu, yani elde edilen eslesmenin kesinlikle sekans homolojisinden
kaynaklandigin1 gostermektedir. Sekil 4’de goriildiigii tizere tiim eslesmelerin E-degerleri
0’a yakin degerlerdir. Ornegin eslesmelerin %30’undan fazlas1 le-100’den kiigiik E-
degerine sahiptir. Yaklasik %15’inden fazlasi ise 1e-100 — 1e-60 arasi, son derece diisiik
E-degeri ile yliksek homolojiye isaret etmektedir. Analizlerde le-5 esik E-degeri
uygulanarak elde edilen homolojiye dayali anotasyonlarin yiiksek istatistiksel

giivenilirlikte olmasi saglanmistir (Sekil 4).
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E-Degeri Dagihim Grafigi Tiirlerin Smiflandrmasi
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Sekil 4. E-Degeri Dagilim Grafigi ve Tiirlerin Sumiflandirma Grafigi

BLAST dizi karsilastirmalarin1 yaparken veri tabaninda eslesme saglayan dizinin ait
oldugu organizmaya ait bilgileri vermektedir. Tim eslesmelerin hangi tiirlerle
gergeklestigi, bunlarin sayisal ve ylizdelik olarak degerlerinin verildigi grafikler
olusturulabilmektedir. Bu verilerde baskin olarak eslesme gosteren tiirlerin, birlestirilmis
transkriptom analizlerinin basarili olarak gerceklesmesi halinde, ¢alisilan organizmaya
filogenetik olarak yakin bir tiir ile gergeklesmesi beklenmektedir. Calismamiz
kapsaminda elde edilen BLAST tiirlerin siniflandirma grafiklerine gore transkriptlerin
%64,4’liikk bir oraninin, Apiaceae familyasina ait Daucus carota subsp. Sativus yani
havug bitkisi ile eslesme sagladigr goriilmiistiir. Bu sonug¢ transkriptom montajinin
basariyla sonuclandigin1 gostermektedir, eslesmelerin yiiksek bir kisminin ayni
familyadan bir tiirle olmas1 beklenen bir sonuctur. Eslesmelerin yiiksek oldugu diger
organizma ise yine Apiaceae familyasina ait olan Apium graveolens (kereviz) ile %2,5
oraninda gerceklestigi goriilmektedir. Diger eslesmeler ise Quercus suber (%2,3),
Hordeum vulgare subsp. vulgare (%1,0), Carpinus fangiana ve diger cesitli
familyalardan ¢esitli tlirler, model organizmalar (9%29,0) ile ger¢eklesmistir (Sekil 4).
COG (clusters of orthologous genes) veri tabani kullanilarak eggNOG yazilimi ile
analizler gerceklestirilmistir. COG, genleri fonksiyonlarina gore siniflandiran ve evrimsel
olarak korunmus genlerin tanimlanmasini saglayan bir veri tabanidir. Veri tabaninda
harflerle temsil edilen toplamda 26 farkli kategori mevcuttur ve her kategori belirli bir
biyolojik fonksiyonu gergeklestiren genleri icermektedir. Ortolog genler olarak
adlandirilan bu genlerin ayni atasal sekanstan tiiredigi diisiiniilmektedir. Tiirlesme olay1
sirasinda ortak atadan aktarilan, evrimsel baglamda farkl tiirlerde ayn1 biyolojik islevi

gerceklestiren genlerdir ve ortolog genler olarak adlandirilmaktadir. Genlerin ayni tiir
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icerisinde gen dublikasyon sonucu birden ¢ok kopya halinde bulunmasi durumunda
genler c¢esitlenmis islevler kazanabilir, bu durumda ise paralog genler olarak
adlandirilirlar. Ortolog genlerin siniflandirilmasi yapilirken, bu siniflandirmalara paralog
genlerin dahil edilmemesi gerekir fakat COG veri tabani, en iyi eslesmelerin belirlenmesi
prensibine dayali olarak smiflandirma yaptigindan dolayi, ayni fonksiyonu koruyan
paralog genleri de ortolog gruplara dahil etmesi miimkiindiir, bu yiizden pekistirilmis
diger analizlerin gerceklestirilmesi gerekmektedir. COG analizi sonucunda toplamda
14.929 gen, basaril1 bir sekilde COG gruplarina atanmistir. En ¢ok gen iceren kategoriler;
1.629 gen ile R (%10,9), 1.546 gen ile O (%10,3), 1.542 gen ile J (%10,3), 851 genile T
(%5,7), 839 gen ile S (%5,6), 818 gen ile A (%5,4), 789 gen ile C (%5,2), 781 gen ile U
(%5,2) kategorisinden olusmakta olup toplam genlerin yilizde %58,92’si bu 8 kategori
icinde yer almaktadir. Bu kategorilerden R, genel fonksiyonu deneysel olarak
kanitlanmamuisg fakat hipoetik olarak iglevi tahmin edilen genlerden olusan bir kategoridir.
O kategorisi, translasyon sonrasi proteinlerin tiim islenme siireglerinde yer alan genleri
icermektedir. J kategorisi ise translasyon siireci ve ribozomal yapida yer alan genleri
icermektedir (T: Sinyal iletimi mekanizmasi, S: Fonksiyonu bilinmeyen, A: RNA isleme
ve modifikasyonu, C: Enerji iiretimi ve doniisiimii, U: hiicre i¢i taginim, sekresyon ve
vezikiiler taginim).

Blast2GO araci kullanilarak GO anotasyonlari gerceklestirilmistir. GO anotasyonu
sirasinda, veri tabani ile karsilastirmalar sonucu elde edilen eslesmelerin fonksiyonel
olarak siniflandirmalarint yapmaktadir. Siniflandirmalar {i¢ temel baslik altinda
toplanmaktadir, bu basliklar; biyolojik siireg, hiicresel bilesen ve molekiiler fonksiyon
olarak adlandirilmistir. Biyolojik siire¢, organizmanin mevcut durumunda fizyolojik
ihtiyaglarini karsilamak i¢in birden ¢ok genin aktif bir sekilde birlikte calisarak yiiriitiilen
bir stirectir. Homeostatik durumun korunmasindan, pigmentasyon, detoksifikasyon gibi
genis bir kapsami1 vardir. Molekiiler fonksiyon, gen veya protein iirlinlerinin ne yaptigi
ve hangi biyokimyasal aktiviteyi meydana getirdigine odaklanmaktadir. Cogu zaman
katalitik aktivite, baglama aktivitesi ya da tasiyici protein aktiviteleriyle baglantilidir.
Hiicresel bilesen, hiicresel yapt ve fonksiyonlarmin mevcudiyeti ve siiregelen
fonksiyonlariin diizenlenmesi gibi siirecleri kapsamaktadir. Blast2GO aract kullanilarak
yapilan GO ¢alismasi sonucunda toplamda 32.437 genin anotasyonu gergeklestirilmistir.
Biyolojik siirecler siniflandirmasina ait 17.079 genin hiicresel stireclerde, 15.233 genin
ise metabolik stireclerde rol aldig1 goriilmektedir. Hiicresel ve metabolik stirecler, hiicre

diizeyinde gerceklesen gelisme, biiylime boliinme ya da enerji liretimi, molekiil sentezi
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gibi tiim biyolojik siiregleri kapsamaktadir. Dolayisiyla yiiksek sayida genle
iligskilendirilmesi miimkiindiir. Molekiiler fonksiyon siniflandirmasina dahil edilen ve
baglama aktivitesinden sorumlu 17.469 gen belirlenmistir. Baglanma aktivitesi
transkripsiyon faktorlerinin baglanma yeteneginden, enzim-substrat etkilesimlerine, ¢ok
genel bir aktiviteyi kapsamakta oldugundan dolayr yiiksek sayida genin bu
simiflandirmaya dahil olmasi sasirtict degildir. Hiicresel bilesen siniflandirmasina ait
12.983 genin hiicresel anatomik varligin1 saglama gorevini siirdiirdiigli belirlenmistir.
Hiicresel anatomik varlik, organelleri, hiicre iskeleti yapilarin1 ve dahasinin fiziksel ve

yapisal 6zelliklerinin silirdiiriilmesidir, bu baglamda hiicre i¢in mutlak 6nem tagimaktadir.

Gen Fonksiyon Smiflandirmasi (GO)
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Sekil 5. Gen Fonksiyon Smiflandirma Analiz Verileri

Elde edilen siniflandirma tablosuna gdre anotasyonu yapilan genlerin, %48,7’si biyolojik
siirecler, %?34,6’s1 molekiiler fonksiyonlar ve %16,7’si hiicresel bilesenler ile

iliskilendirilmistir.

4.5. Gen Ekspresyon Degisim Verileri

Trinity yazilimi ile olusturulan birlestirilmis transkriptom verisi, Corset yazilimi
ile islenerek esdeger transkriptlerin genlere birlestirilmesi saglanmistir. Elde edilen nihai
birlestirilmis transkriptom verisi, sekans okumalarmin haritalanmasi ve ekspresyon
kuantifikasyonu igin yiiriitilen RSEM ve bowtie2 analizlerinde referans transkriptom
verisi olarak kullanilmigtir. RSEM ve bowtie2 yazilimlar birbirleriyle entegre olarak
kullanilabilen analiz araglaridir. bowtie2 yazilimi, referans transkriptom verisine sekans
okuma verilerini hizalama isini yaparken, RSEM yazilim1 ise hizalanan okuma verilerinin

kuantifikasyonunu gergeklestirerek gen ekspresyon diizeylerini tahmin etmektedir.
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Calismamiz kapsaminda gergeklestirilen analizin sonucunda haritalanan okumalarin

istatistikleri agsagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 5. Bowtie Hizalama Analizinin Verileri

Ornek Adi Toplam Okuma sayist Haritalanan Okumalar
HS1 53129028 45266712(85.20%)
HS2 47917806 40722373(84.98%)
HS3 44955957 38124527(84.80%)
HO1 44706782 38603267(86.35%)
HO2 44544597 37657111(84.54%)
HO3 55339887 46249268(83.57%)

Bowtie2 yazilimi kullanilarak hizalanan toplamda 290,594,057 okuma, ortalama
84.91%’lik oranda basariyla referans transkriptoma haritalanmigtir. Bu sonuglar Trinity
yazilimi ile birlestirilmis ve Corset yazilimi1 ile esdeger transkriptler genlere
birlestirilecek sekilde islenmis olan transkriptomun, RNA-seq verisini temsil edebilecek
kaliteye sahip oldugunu ve diferansiyel eskpresyon analizlerini gerceklestirmek igin
uygun bir referans transkriptom verisi oldugunu agikca gostermektedir. RSEM analizinin
hesaplanmis kuantifikasyon biiyiikverisinin bir kismi, BLAST analizleri sonucunda elde

edilen anotasyon verileriyle birlikte asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. RSEM Analizi Verileri

Gene Gene Gene

Ontology Ontology Ontology
gene id HS1 HS2 HS3 HO1 HO2 HO3 BP MF CcC
Cluster- 501.0 423.0 395.0 226.0 420.0 645.0 GO:000688 GO0:000573
39552.0 0 0 0 0 0 0 6 -- 9
Cluster- GO0:000599 GO:000382
45901.1 70.00 27.00 0.00 0.00 0.00 15.00 2 4 --
Cluster- GO0:000926 GO:000437
4711.0 0.00 0.00 0.00 15.00 25.00 0.00 3 9 --
Cluster- 584.0 228.0 204.0 389.0 423.0 526.0 GO:005508 GO0:001602
47950.0 0 0 0 0 0 0 5 - 0
Cluster- 1145. 1429. 1660. 1125. 928.0 1300. GO:003114 GO:009760 GO:000568
54419.0 00 00 00 00 0 00 5 2 0
Cluster- GO:000827
19188.0 0.00 11.00 67.00 0.00 0.00 15.00 -- 0 --
Cluster- GO0:005508
31308.0 0.00 11.00 0.00 8.00 4.00 0.00 5 - --
Cluster- GO:000635 GO:000551
39040.0 52.00 41.00 0.00 19.00 18.00 52.00 5 5 --
Cluster- 1567 1345 8263. 8827. 1613 1937 GO0:000372

353193201  5.00  3.00 00 00 5.00  3.00 -- 3 --
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Not. RSEM analizi verileri, veri biiyiikliigii sebebiyle kismen tabloda gosterilebilmektedir.
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Bowtie2 ile gergeklestirilen hizalanma verilerini isleyen RSEM yazilimi kuantifikasyon
verilerini FPKM degerleriyle sonuglar rapor etmektedir. FPKM, referans transkriptoma

hizalanan okumanin uzunlugunu, okuma sayisina orani seklinde hesaplanirken, bu

yontemle ayni1 zamanda normalizasyon ger¢eklestirmektedir. RSEM analiz sonucu elde

edilen FPKM yogunluk tablosu asagidaki tabloda verilmistir.

FPKM density distribution
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Sekil 6. FPKM Yogunluk Dagilim Grafigi

Grafikte yer alan hasat dncesi ve sonrasi gruplart i¢in olusturulan egrilere bakildiginda
hasat oncesinde gen ekspresyonunun genel olarak daha yiiksek diizeyde gerceklesmis
oldugu goriilmektedir. RSEM analizi sonucu elde edilen gen ekspresyon diizeyleri
kullanilarak, ornekler arasindaki varyansin analiz edilmesi i¢in temel bilesenler analizi
(PCA) gergeklestirilmistir. PCA analizi karmasik verilerde, temel degisenleri baz alarak
varyans analizi yapan bir yazilimdir. Yazilim degisenleri, PC1 (birinci ana bilesen), PC2
(ikinci ana bilesen) ve PC3 (iicilincli ana bilesen) olarak isimlendirir ve her biri i¢in
belirledigi degiskeni, veriler arasinda analiz eder ve verilerin birbirleri arasindaki

degiskenligini rapor eder. PC1 en derin farkliliklart gosteren degisken olup, PC2 ve PC3
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ardindan gelmektedir fakat tim bu bilesenler birbirlerinden bagimsizdir. Ornekler
arasindaki degiskenliklerin hesaplanmasi iizerine, degiskenliklerin veriyi agiklama orant
ise determinasyon katsayisi, diger bir ismiyle R2 degeri ile ifade edilmektedir.
Gergeklestirilen PCA sonucu hesaplanan R2 degerine gore olusturulan {i¢ boyutlu dagilim

grafigi asagida verilmistir.

PCA 3D Plot
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Sekil 7. PCA 3D Plot Grafigi

Elde edilen sonuglara gore ornekler arasindaki degiskenlikleri birinci ana bilesen %28,68
oraninda, ikinci ana bilesen %21,52 ve iglinci ana bilesen %20,57 oraninda
agiklamaktadir. Ornekler arasindaki hesaplanan degiskenliklerin, %70,77 oraninda asil
veriyi temsil ettigi goriilmektedir. Ana bilesenlerin hesaplanan degerlerinin birbirlerine
yakin olmasi ve birinci ana bilesenin diger bilesenlere bariz baskinliginin olmamasi,
ornekler arasinda degiskenliklerin net bir ana faktor ile sinirlandirilamayacagi, karmasik
ornek gruplarinin mevcut oldugunu gostermektedir. PCA analizinde karsilasilan bu
sonug, Ornekler arasindaki degiskenliklerin coklu kiiciik degisikliklerden meydana

geldigini belirtmektedir.
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Analizler sonucu eksprese edildigi belirlenen 76.469 gen, hasat sonrasi ve hasat dncesi
orneklerinde karsilastirildiginda yalnizca hasat sonrast Orneklerinde eksprese edilen
11.783 gen ve yalnizca hasat Oncesi oOrneklerinde eksprese edilen 16.599 gen
belirlenmistir. Hem hasat dncesi hem de hasat sonrasi 6rneklerinde eksprese edilen ise

48.087 gen belirlenmistir. Elde edilen sonuc¢lar Venn diyagramui ile 6zetlenmistir.

Hasat Oncesi Hasat Sonrasi

16599 48087 11783

Sekil 8. Eksprese Edildigi Belirlenen Genlerin Ornekler Arasi Dagilim Grafigi

Diferansiyel gen ekspresyonu analizi ile hasat sonrasi ve hasat 6ncesi 6rnekler arasinda
ekspresyonu degisen genlerin belirlenmesinde DESeq2 yazilimi kullanilmistir (Love vd.,
2014). Gen ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisiklikler, belirli bir kosul altinda
gerceklestigi durumda, organizmanin o kosula karsi verdigi tepkileri meydana
getirmektedir. DESeq2 gen ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisimleri,
karsilagtirmali olarak analiz eden bir yazilimdir. Diferansiyel gen ekspresyonu analizinde
girdi olarak okuma sayis1 kullanilmistir. Gen ekspresyon diizeyini, log2FoldChange ve
p-degeri gibi degerler ile rapor etmektedir. log2FoldChange degeri, ekspresyon diizeyi
farkliligimin logaritmik 6lgekte ifadesidir. P-degeri ise yanlis anlamli sonuglarin ortaya
cikmasini engellemek amaciyla yapilan bir hesaplamanin istatiksel sonucudur ve p-degeri
0.05’in altinda oldugunda sonug¢ anlamli olarak kabul edilmektedir. Istatistiksel olarak
anlamli gen ekspresyonu degisimlerinin belirlenmesinde diizeltilmis P-degeri (Padj) esik
degeri < 0.05 ve log2foldchange esik degeri > 1 olarak uygulanmistir. Kiimeleme analizi,
benzer ekspresyon profili gosteren genlerin belirlenmesini saglar. Diferansiyel
ekspresyon analizi sonucunda heatmap (1s1 haritas1) grafigi, okuma sayilarinin

normalizasyonu sonucu hesaplanan FPKM degerlerine gore olusturulmustur.
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4.6. Diferansiyel Ekspresyon Analiz Sonuclarinin Yolak Zenginlestirme Analiz
Sonuc¢larn

Birlestirilmis transkriptom verisi ile gergeklestirilen fonksiyonel anotasyon
caligmalari, Gene Ontology veri tabanmma dayanarak Blast2GO yazilimi ile
gerceklestirilmistir (Gotz vd., 2008). Diferansiyel ekspresyon analizi, gen ekspresyon
diizeylerindeki degisimlerle birlikte, belirlenen genlerin fonksiyonel anotasyon verilerini
de rapor etmektedir. Diferansiyel ekspresyon analizi c¢alismasinda ve sonrasinde
gergeklestirilen filtrelemeler sonucunda gen ekspresyon diizeyi en anlamli ve yiiksek
diizeyde degisen genler (DEG) belirlenmistir. DEG’ler ile yolak zenginlestirme analizi
gerceklestirilmistir. Yolak zenginlestirme analizi, DEG’lerin fonksiyonel anotasyonunu
g6z onilinde bulundurarak biyolojik siireclerde aldig1 rollere gore siniflandirir ve belirli
bir biyolojik siire¢ veya yolaklarda DEG’lerin toplanma, yogunlasma durumunu
gostermektedir. Bu yontem DEG’lerin ¢ogunlugunun kastedilerek biyolojik anlamlarinin
belirlenmesini saglamaktadir ve DEG’lerin fonksiyonel anotasyonunun belirli biyolojik
siire¢ veya yolaklarla iliskili genlerden olustugu ya da rastgele dagilim gdsterdigi
sonuglarini verebilmektedir. Yolak zenginlestirme analizi ile DEG’lere ait fonksiyonel
anotasyon verilerine ait gen tanimlar1 Gene Ontology veri tabanindan ilgili GO ID
taniminin transfer edilmesi ile saglanmistir. Ardindan diizeltilmis p-degeri 0.05 ve altinda
olan DEG’lerin GO anotasyonlar1 belirlenerek ve anlamli diizeyde zenginlestirilmis GO
terimleri olarak rapor edilmistir. DEG’lerin anotasyonlari, temel GO kategorileri olan
hiicresel bilesen, biyolojik siire¢ ve molekiiler fonksiyon kategorilerine gore

siniflandirilmis sekilde elde edilmistir. Sonuglar asagidaki tabloda gosterilmektedir.

Tablo 7. Yolak Zenginlestirme Analizi Sonu¢ Tablosu (HO yiiksek ekspresyon)

Kategori GO ID Tanim Gen Orani AP Oram Sayim
BP G0:0006457 protein folding 13]511 199125980 13
BP GO:0005975 carbohydrate metabolic process 511511 1436/25980 51
MF G0:0016853 isomerase activity 17511 366[25980 17
MF GO:0016829 lyase activity 20[511 464125980 20
CcC GO:0009579 thylakoid 12/511 254125980 12
CC GO:0005768 endosome 4/511 47125980 4
BP GO:0030154 cell differentiation 9I511 184/25980
BP G0O:0042254 ribosome biogenesis 30511 1291]25980 30
BP GO:0015979 photosynthesis 12|511 279125980 12
BP GO:0031047 gene silencing by RNA 4511 44(25980 4

MF G0O:0003824 catalytic activity 315|511 13704]25980 315
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MF GO:0140110 transcription regulator activity 13|511 101325980 13
MF GO:0140097 catalytic activity, acting on DNA 9511 726|25980 9
MF GO:0003677 DNA binding 511511 3038]25980 51
regulation of transcription, DNA-
BP GO:0006355 templated 34/511 2170]25980 34
MF G0:0008092 cytoskeletal protein binding 4/511 451]25980 4
MF G0:0003924 GTPase activity 6511 616[25980 6
CC G0:0005856 cytoskeleton 4/511 722]25980 4

Not. Gen Oranu ilgili biyolojik yolak veya siirecte yer alan DEG sayisinin, toplam DEG sayisina oranini
temsil etmektedir. AP Orani (Arka Plan Orani) yolakta yer alam tiim gen sayisimin tiim arka plan gen sayisi
oramni temsil etmektedir. Sayim ise ilgili GO ID ile eslesen DEG sayisini ifade etmektedir. Istatistiksel
olarak en yiiksek seviyede anlamli bulunan diferansiyel ekspresyona iliskin yolak zenginlestirme verisi
tabloda goriilmektedir.

Tablo 8. Yolak Zenginlestirme Analizi Sonu¢ Tablosu (HS yiiksek ekspresyon)

Kategori GO ID Tanim Gen Orani AP Orani Sayim
BP G0O:0006629 lipid metabolic process 771623 126425980 77
MF GO0:0016740 transferase activity 213|623 5324/25980 213
MF GO0:0003824 catalytic activity 414|623 13704(25980 414
MF G0O:0016491 oxidoreductase activity 88]623 2461|25980 88
MF GO:0140096 catalytic activity, acting on a protein 132|623 3944/25980 132
MF GO0:0008289 lipid binding 16/623 321125980 16
CcC G0:0005829 cytosol 81623 99125980 8
BP GO0:0006790  sulfur compound metabolic process 131623 23725980 13
BP G0O:0006351 transcription, DNA-templated 84(623 2844|25980 84
CC GO0:0005654 nucleoplasm 17623 549]25980 17
CC GO0:0005777 peroxisome 41623 68]25980 4

cellular amino acid metabolic
BP GO0:0006520 process 33|623 970]25980 33
MF G0:0140110 transcription regulator activity 311623 1013]25980 31
BP GO:0055085 transmembrane transport 62|623 221225980 62
regulation of transcription, DNA-
BP GO:0006355 templated 65623 2170]25980 65
ccC GO0:0009536 plastid 2|623 35]25980 2
CcC GO:0005811 lipid droplet 31623 58]25980
BP G0:0022414 reproductive process 14623 469]25980 14
MF GO:0016829 lyase activity 15]623 464125980 15
BP GO0:0051604 protein maturation 8|623 30925980 8
BP G0:0005975 carbohydrate metabolic process 44/623 1436/25980 44
cellular modified amino acid
BP GO:0006575 metabolic process 71623 211]25980 7
CcC GO0:0005618 cell wall 3|623 86/25980
CcC GO:0005730 nucleolus 8]623 298]25980 8
MF G0:0003924 GTPase activity 18]623 616/25980 18
protein localization to plasma
BP GO0:0072659 membrane 1623 13125980 1
BP G0:0012501 programmed cell death 51623 180]25980 5
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BP G0:0015979 photosynthesis 41623 279125980 4
BP G0O:0006486 protein glycosylation 21623 143]25980 2
BP G0O:0030154 cell differentiation 21623 184]25980 2
BP GO0:0048856  anatomical structure development 6/623 404/25980 6
BP G0O:0098542  defense response to other organism 21623 182]25980 2
CcC GO:0005576 extracellular region 18]623 1080]25980 18
MF GO0:0016853 isomerase activity 5|623 366[25980 5
BP G0O:0007010 cytoskeleton organization 3|623 266[25980 3
BP G0:0061024 membrane organization 2|623 207|25980 2
MF G0O:0016787 hydrolase activity 1291623 5720125980 129
CcC GO0:0005634 nucleus 47|623 2414125980 47
CcC GO0:0000228 nuclear chromosome 21623 192]25980 2
BP G0O:0042254 ribosome biogenesis 14]623 129125980 14
BP G0:0023052 signaling 31/623 1847]25980 31
BP GO0:0016071 mRNA metabolic process 5|623 415]25980 5
BP G0:0006260 DNA replication 81623 648]25980 8
BP GO0:0002376 immune system process 21623 252|25980 2
BP G0O:0007059 chromosome segregation 11623 199125980 1
CcC GO0:0005856 cytoskeleton 81623 722|25980 8
CcC GO:0005840 ribosome 10]623 1289]25980 10
MF G0O:0008092 cytoskeletal protein binding 4]623 451]25980 4
MF GO0:0005198 structural molecule activity 15623 1550]25980 15
CC GO0:0005783 endoplasmic reticulum 41623 56525980 4
MF GO0:0003723 RNA binding 31)623 1810|25980 31
BP G0:0016192 vesicle-mediated transport 8|623 68725980 8
ccC GO0:0005739 mitochondrion 71623 823125980 7
BP G0:0006886 intracellular protein transport 8|623 758|25980 8
CC G0:0043226 organelle 1031623 637825980 103

Not. Gen Orani ilgili biyolojik yolak veya siiregte yer alan DEG sayisinin, toplam DEG sayisina oranini
temsil etmektedir. Arka Plan Oran yolakta yer alam tiim gen sayisinin tiim arka plan gen sayisi oranini
temsil etmektedir. Gen sayisi ise ilgili GO ID ile eslesen DEG sayisini ifade etmektedir. Istatistiksel olarak
en yiiksek seviyede anlamli bulunan diferansiyel ekspresyona iliskin yolak zenginlestirme verisi tabloda
goriilmektedir.

Yolak zenginlestirme analizi sonuglarina gore biyolojik siireclere dahil olan 1312
gen sayimi; hiicresel bilesenlere dahil olan 610 gen sayimi; molekiiler fonksiyonlara dahil
olan 2359 gen sayimi rapor edilmistir. Rapor edilen gen sayimlarindan en yiiksek
seviyede zenginlestirilmis terimler sirasiyla; 729 gen sayimi ile molekiiler fonksiyonlara
dahil olan katalitik aktivite tanimiyla GO:0003824, 334 gen sayimmi ile molekiiler
fonksiyonlara dahil olan transferaz aktivitesi tanimiyla GO:0016740, 153 gen sayimu ile
molekiiler fonksiyonlara dahil olan oksidorediiktaz aktivite tanimiyla GO:0016491 ve

109 gen sayimi ile biyolojik siireclere dahil olan lipit metabolik siireci tanimiyla
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GO:0006629 olmustur. Rapor edilen gen sayimlarindan en yiiksek seviyede

zenginlestirilmis terimlere ait grafik asagidaki grafikte verilmistir.

567 794
| |

Number of Genes
340
I |

Sekil 9. Tim DEG’lere Ait Zenginlestirilmis GO Terim Grafigi

Tiim DEG'ler i¢in belirlenen GO terimlerinin BP, CC ve MF kategorilerine
siiflandirilmas: yapilirken —logqo,(Padj) degeri yani diizeltilmis p-degerinin negatif
logaritmik doniisiimii ile birlikte degerlendirilmistir. Anlamlilik sinir1 olarak belirlenmis
olan <0.05 degeri, —log;o(Padj) doniisiimiinde > 1,30 degerine denk gelmektedir. Bu
degere dayali olarak degerlendirme gergeklestirilmistir. MF kategorisine ait katalitik
aktivite, transferaz aktivitesi ve oksirediiktaz aktivitesi tamimlariyla goriilen
G0:0003824, GO:0016740 ve GO:0016491 terimlerinin —logiq(Padj) degerleri
sirastyla 4,09, 3,18 ve 1,69 olarak hesaplanmistir ve bunlarin en yiiksek diizeyde
zenginlestirilmis terimler oldugunu géstermektedir. Bu terimler ardindan BP kategorisine
ait lipid metabolik siireci tanimiyla goriilen GO:0006629 teriminin — log,,(Padj) degeri
ise 5,95 olarak hesaplanmistir. Yolak zenginlestirme analizinin tim DEG’ler i¢in
gergeklestirilen ve GO terimlerinin BP, CC ve MF kategorilerine siniflandirilmasi sonucu
elden edilen tiim kategorilere ait grafikler asagida verilmistir (Sekil 10, Sekil 11, Sekil
12).
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Sekil 10. Tiim DEG'ler I¢in Belirlenen GO Terimlerinin MF Kategorisine Siniflandirildigi Bar Grafigi
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48

cytosol (n=11)
plastid (n=4) ]
endosome (n=4) ]
thylakoid (n=16)
cellwall (n=6) ]

extracellular region (n=40)
endoplasmic reticulum (n=20)
extracellular matrix (n=1)
Golgi apparatus (n=7)
ribosome (n=36)
lysosome (n=1)
nucleolus (n=11)
vacuole (n=5)
nuclear chromosome (n=9)
cytoplasmic vesicle (n=10)
external encapsulating structure (n=7)
cilium (n=6)
nucleoplasm (n=24)
lipid droplet (n 4)
peroxisome (n=5)

I I I I 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

-log10(padj)
Sekil 12. Tiim DEG'ler I¢in Belirlenen GO Terimlerinin CC Kategorisine Simiflandirildigi Bar Grafigi

Hasat sonras1 6rneklere gore hasat dncesi 6rneklerde gen ekspresyon diizeyi yliksek olan
genler (upregulated differentially expressed genes, UDEGs) incelendiginde en yiiksek
seviyede zenginlestirilmig terimler, protein katlama tanimina sahip olan GO:0006457 ve
karbonhidrat metabolik siireci tanimina sahip olan GO:0005975 olarak belirlenmistir.
—log,o(Padj) degerleri sirasiyla 2.2 ve 1.5 olarak hesaplanmistir. Yolak zenginlestirme
analizinin UDEG’ler i¢in elde edilen zenginlestirilmis GO terimleri, gen sayim verileri
ve —log,o(Padj) degerileri sekilde gosterilmektedir (Sekil 13).

Hasat sonras1 6rneklere gore hasat dncesi orneklerde gen ekspresyon diizeyi diisiik olan
genler (downregulated differentially expressed genes, DDEGs) incelendiginde en yiiksek
seviyede zenginlestirilmis terimler, lipit metabolik siireci tanimiyla GO:0006629,
transferaz aktivitesi tanimiyla GO:0016740 ve katalitik aktivite tanimiyla GO:0003824
olmustur. —log;o(Padj) degerleri sirasiyla 8.2, 6.1 ve 3.4 olarak hesaplanmistir. Yolak
zenginlestirme analizinin DDEG’ler i¢in elde edilen zenginlestirilmis GO terimleri, gen

sayim verileri ve —log;o(Padj) degerileri agsagidaki sekilde verilmistir (Sekil 14).
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Sekil 13. UDEG ’lere Ait Zenginlestirilmis GO Terimleri ve GO Terimlerine Ait P-Degeri Bar Grafigi
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Yolak zenginlestirme analizinin UDEG’ler ve DDEG’ler i¢in gergeklestirilen ve GO
terimlerinin BP, CC ve MF kategorilerine siniflandirilmas: sonucu elden edilen tiim

kategorilere ait grafikler asagida verilmistir (Sekil 15 ve Sekil 16).
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Sekil 15. UDEGler I¢in Belirlenen GO Terimlerinin Kategorilere Gore Simflandirildigi Bar Grafigi
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Sekil 16. DDEG'ler I¢in Belirlenen GO Terimlerinin Kategorilere Gore Simiflandirldigi Bar Grafigi
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5. TARTISMA VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Calisma kapsaminda maydanoz bitkisinde hasat sonrasi bozulma, diger adiyla
porsiime ya da kalite kaybi aragtirilmis ve bozulmanin molekiiler mekanizmasina iliskin
gen ekspresyonu diizeyinde bilgi elde edilmesi amaglanmistir. Hasat asamasina gelmis
maydanoz bitkisinden hasat 6ncesi ve hasat sonrasi yapraklardan oérnekler alinmis ve bu
ama¢ dogrultusunda Ornekler {iizerinde transkriptom analizi temelli bir is akisi
yiriitiilmistir. Aragtirma sonuclar1 hasat dncesi ve hasat sonrast maydanoz transkriptom
verilerinin karsilastirilmasina dayanmaktadir.

Hasat oncesi orneklerden elde edilen sonuglara gére gen ekspresyon diizeyi en
yiiksek oldugu belirlenen genlerin, gergeklestirilen zenginlestirilmis gen ontoloji
analizine gore protein katlama gorevleri olan ve karbonhidrat metabolik siirecinde rol
alan genler oldugu goriilmiistiir. Bitkilerde karbonhidrat metabolizmasi basta fotosentez
ve solunum olmak iizere daha birgok biyokimyasal siiregler ile biinyesine gerekli olan
enerjiyi Uretir. Bitkilerde protein katlanma siireci ise hiicresel islevlerin siirekliligi
acisindan kritik 6neme sahiptir ¢iinkii bitkiler gibi kompleks dkaryotlarda yaklasik 50.000
gen bireysel hiicrelerde secici olarak eksprese edilebilirken, hiicrenin kaderini ve
fonksiyonunu belirleyen bu genlerin iiriinleri olan proteinlerdir. Dogal olarak normal
(stres olmayan) fizyolojik kosullar altindaki bir bitkide, protein katlama gorevleri olan ve
elbette fotosentez, dolayist ile karbonhidrat metabolik siirecinde rol alan genlerin, gen
ekspresyon diizeyi yiiksek olmasi beklenen bir durumdur. Hasat sonrasi 6rneklerin
sonuclarinin anlagilmasi i¢in hasat siirecinin incelenmesi gerekmektedir. Hasat sirasinda
bitkiler dogal olarak bir mekanik hasara maruz kalmaktadirlar ve bu kendi basina bitkide
bir stres nedenidir. Mekanik hasara maruz kalmayanlara gore yiiksek su kaybina, solunum
hizt ve 1s1 iretiminde artisa, ki bu daha yiliksek oranda nisasta ve sekerlerin
parcalanmasina yani kalite kaybina neden olmaktadir. Hasat sonras1 bitkilerin yiiksek ya
da diistik sicakliktaki depolama kosullar altinda kalmalar1 da bitkilerde ekstra bir strese
ya da yaralanmaya neden olmaktadir. Hasat sonrasi soguk depolama kosullar1 altindaki
bitkiler donma yasayabilir ve ¢ogu bitki donmaya kars1 dayaniksizdir ve donma sonrasi
iirlinler ¢lirimeye ¢ok daha yatkin hale gelir. Donma olusmasa dahi bazi taze iirlinler
diisiik sicaklikta yaralanmaya kars1 yatkindir. Yiiksek sicaklikta ise bir¢ok bitki ciddi su
kayb1 yasayacaktir, sicaklik kaynaginin direkt giines olmasi durumunda ise giines

radyasyonunun neden oldugu yiiksek sicaklik ile ¢ok hizli bozulma gergeklesecektir.
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Hasat dncesi durumu iyi olan bitkilerin, hasat siiresince kiif veya bakterilere, enfeksiyona
maruz kalmasi da miimkiindiir, cogunlukla mekanik hasara maruz kalan bitkilerde
gerceklesmektedir. Hasat, hasat sonrasi, nakliye ve depolama gibi siireglerin tiimiinde
bitki daha bir¢ok dis etmene maruz kalmaktadir, ki bu etmenler bitkide kalite kaybina,
yaralanmaya ve hizli bozulmalara neden olabilmektedir. Dolayisiyla hasat edilen bitkiler,
dogal olarak abiyotik strese maruz kalan bitkilerdir ve abiyotik strese karsi gelisen gen
ekspresyon motiflerinin goriilmesi beklenmektedir. Calismamiz kapsaminda hasat
sonras1 Orneklerde gergeklestirilen zenginlestirilmis gen ontoloji analizine goére gen
ekspresyon diizeyi en yiiksek olan genlerin, lipid metabolik siirecinde rol alan, transferaz
aktivitesinden ve katalitik aktivitesinden sorumlu olan genlerden olustugu goriilmektedir.
Bitkilerde transferaz aktivitesi ve katalitik aktivite metabolik siireclerin temelini
olusturan enzimatik faaliyetlerdir. Bu gibi enzimatik faaliyetleri gerceklestiren genlerin
ekspresyon diizeylerinin yiiksek oldugunun goriilmesi, yogun sekilde gergeklesen bir
biyokimyasal dinamigi isaret etmektedir. Bitkilerde lipid metabolizmasi ise hiicre yap1
ve metabolizmasi, enerji liretimi ve depolama gibi bir¢ok hiicresel siirece hizmet etmekle
birlikte stres adaptasyonunda da rol aldig1 bilinmektedir. Yag asitleri, bitki hiicre zarlari
yani bitkinin dig etmenlere karsi fiziksel bariyerlerini olusturan yapilarin temel
bilesenleridir. Bitkilerin abiyotik strese kars1 gelistirdigi ilk yanit, doymus ve doymamis
yag asidi oranlarinda degisiklikler yapmaktir. Bitkilerin hiicre yag asidinin kristallestigi
anda diislik sicaklik stresinden etkilendigini rapor eden ¢aligmalar mevcuttur (Korkmaz
& Durmaz, 2017). Diisiik sicaklik stresinin yaninda tuz, kuraklik, yiiksek sicaklik ve agir
metaller gibi diger abiyotik stres kosullarinda da spesifik lipid yanitlar1 tirettigi
goriilmektedir (Upchurch, 2008). Calismamiz kapsaminda maydanoz bitkisinde hasat
sonrasi goriilen lipit metabolik siirecinde rol alan genlerin yiiksek eksprese edilmesi, hasat
sirasinda (mekanik) ve sonrasindaki saklama kosullarinda (diistiik sicaklik ve karanlik ya
da 151k yoklugu) bitkinin maruz kaldig: strese kars1 verdigi stres cevabi olarak diistinmek

mumkindiir.

5.2 Oneriler

Tez calismast kapsaminda maydanozda hasat sonrast bozulmanin gen
ekspresyonu diizeyinde arastirmasi gerceklestirilmistir. Calisma maydanoz tiiriinde
transkriptom diizeyinde gergeklestirilen son derece kisithi caligmalar arasinda yer almakta
olup, oncii bir ¢aligma niteligindedir. Diger bitkilerde de oldugu gibi hasat sonrasi

kompleks bir siireci kapsamaktadir. Bitkiler hasat dolayisiyla birden fazla farkli stres
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altinda olduklar1 gibi, hasat igsleminin erken doneminde fiziksel yaralanma kaynakli stres
dahi gen ekspresyonu profili lizerinde etkili olmaktadir. Transkriptom analizinin farkli
hasat sonrasi kosullar altinda (oda sicakliginda depolama, sogukta depolama, farkli
sicakliklardaki ortamlarda 1s1ik uygulamalar1 (aydinlik, karanlik, tekrar eden aydinlik-
karanlik dongiileri)) karsilastirmali ileri analizleri ile konuya iligkin ¢alisilmasinin hasat
sonras1 bozulmanin molekiiler mekanizmasinin belirlenmesi i¢in faydali olacagi, direng
gosteren bitkilerdeki direng gosteren bitkilerde direng mekanizmalarinin arastirilmasi ve
basarili genetik 1slah programlari ile hasat sonrasi bozulmaya karsi direncli mahsuller

elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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