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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

KAVUNDA (CUCUMIS MELO L.) SICAKLIK STRESINE CEVABIN
TRANSKRIPTOM DUZEYINDE ARASTIRILMASI

Sule SIRIN

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damsman: Do¢.Dr. Ali Tevfik UNCU
2025, 63 Sayfa

Jiiri
Doc. Dr. Ali Tevfik UNCU
Prof. Dr. Onder TURKMEN
Prof. Dr. Emrah Torlak

Kavun (Cucumis melo L.) bitkisi ekonomik a¢idan énemli bir bitkidir. Ulkemiz diinya genelinde
kavun iiretiminde ikinci sirada yer almaktadir. Kavunla ilgili bir¢ok transkriptomik ¢alisma raporu farkli
abiyotik stres kosullarinda incelenmistir. Fakat kavunda sicaklik stresinin transkriptomik analizi iliskin
rapor eksikligi devam etmektedir. Bu nedenle, sicaklik stresi altinda kavun transkriptomunda meydana
gelen degisiklikleri incelemek amaciyla mevcut aragtirma yiiriitiilmustir. Transkriptomik caligmalar
bitkilerin karmagik bir¢ok 6zelliginin ve islevinin molekiiler agidan alt yapisinin daha iyi anlagilmasina
olanak saglamaktadir. Tez ¢alismasi kapsaminda kavun kisa okuma platformu kullanilarak sekanslanmastir.
Sekans sonucunda elde edilen ¢ift yonlii okumalar1 Galaxy platformu igerisinde bulunan ¢esitli algoritmalar
kullanarak kavun genomuna haritalanmis, sayilmis ve diferansiyel ekspresyonu degisen genler tespit
edilmistir. Analiz sonucunda sicaklik stresine cevaben istatistiksel olarak anlamli olarak 788 genin ifade
diizeyi artis gosterdigi, 134 genin ifadesinin azaldig: tespit edilmistir. Ekspresyon degisimi tespit edilen
genler literatiirde incelendiginde abiyotik stres altinda benzer yanitlar verdigi gozlenmistir. Gen ontoloji ve
KEGG analizi yapilmig genlerin fonksiyonel anotasyonu yapilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde
edilen sonuglarin yapilacak diger ¢caligmalara 1s1k tutacak ve literatiire 6zgiin katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Abiyotik stres, biyoinformatik, kavun, sicaklik stresi, transkriptom
analiz
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ABSTRACT

MS THESIS

TRANSCRIPTOMIC ANALYSIiS OF MELON (CUCUMIS MELO L.) UNDER
HEAT STRESS

Sule SIRIN

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

Advisor: Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU
2025, 63 Pages

Jury
Doc¢.Dr. Ali Tevfik UNCU
Prof. Dr. Onder TURKMEN
Prof. Dr. Emrah TORLAK

Melon (Cucumis melo L.) is an economically important plant, and our country ranks second in
melon production globally. Numerous transcriptomic studies have examined melon under different abiotic
stress conditions. However, there is still a lack of reports on the transcriptomic analysis of melon under
heat stress. Therefore, this study was conducted to investigate the transcriptomic changes in melon under
heat stress. Transcriptomic studies enable a better understanding of the molecular basis of many complex
traits and functions in plants. In the context of this thesis, melon was sequenced using the Illumina HiSeq
2000 platform. The resulting paired-end reads were mapped to the melon genome, counted, and
differentially expressed genes were identified using various tools available on the Galaxy platform. As a
result of the analysis, it was determined that the expression levels of 788 genes increased and the expression
of 134 genes decreased under heat stress. Upon reviewing the literature, the differentially expressed genes
were found to exhibit similar responses under other abiotic stresses. Gene ontology and KEGG pathway
analyses were performed, and the functional annotation of the identified genes was completed. The
information obtained from this research will provide valuable insights for future studies.

Keywords: Abiotic Stress, Bionformatic, Heat Stress, Melon, Transcriptome Analyses,
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1. GIRIS

Giliniimiiziin en biiyiik problemlerinden biri olan kiiresel 1stnma, iklim sartlarinda
degisimlere neden olmaktadir. Bu durum risk grubunda bulunan iilkeler i¢in biiyiik
problemdir. Ulkemiz de bu risk grubuna dahildir (Kapluhan, 2013). iklim degisikligi
sebebi ile sicaklik, tuzluluk, kuraklik gibi abiyotik stresler bitkilerde verimlilik
problemine neden olmaktadir. Giiniimiizde oldugu gibi gelecekte de bitkiler abiyotik
streslerle basa ¢ikmakta zorlanacaktir. Bu problem pek ¢ok kiiltiir bitkisinin verimliligin
diismesine neden olmaktadir. Bu durumun etkilerini en aza indirebilmek i¢in, bitkilerin
abiyotik streslere kars1 verdigi tepkilerin molekiiler mekanizmalarini anlamak ve ortaya
cikarmak biiyiik 6nem tasimaktadir (Kara,2016). Bu bilgiler 1s18inda abiyotik stres
sartlarina tolerant hatlar gelistirmek gelecekte miimkiin olabilir.

Abiyotik stresler arasinda sicaklik stresi, bitki biiylimesini ve iiretkenligini
kisitlayan birincil faktordiir. Bu ylizden bitkilerin sicaklik stresine tepkisinin molekiiler
mekanizmalarinin daha fazla ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir. Her gecen giin sicakliklar
dengesiz bir sekilde yiikselip diismektedir. Bitkiler hayatta kalmakta ve verimliligi
yiiksek iirtin elde etmekte giigliikk ¢ekmektedir. Tez kapsaminda arastirilan kavun bitkisi
ekonomik agidan Onemli bir bitkidir. Gelecekte sicaklik stresine direngli kavunlari
tretebilmek, giiniimiizde kavunun sicaklik stresine verdigi yanitin molekiiler
mekanizmasini anlamaktan gegcmektedir. Yiiriitiilen ¢calismada kavun bitkisinin sicaklik
stresine verdigi yanit incelenmistir.

Yiriitiilen tez ¢aligsmasi kapsaminda kavun bitkisi Illumina HiSeq 2000 platformu
kullanilarak transkriptomu sekanslanmistir. Sekans sonucunda elde edilen ¢ift yonlii
okumalar kavun genomuna haritalanmis, sayilmis ve diferansiyel ekspresyonu degisen
genler tespit edilmistir. Analiz sonucunda sicaklik stresine maruz kalan 788 genin
ifadesinin artis gosterdigi, 134 genin ifadesinin azalis gosterdigi tespit edilmistir. Gen
ontoloji ve KEGG analizi yapilarak fonksiyonel anotasyonu tamamlanmustir.

Yiiriitiilen bu ¢alisma, sicaklik stresine karsi kavunun molekiiler diizeyde nasil
cevap verir sorusuna yanit olacaktir. Transkriptomik analizler bitkilerin karmagik birgok
Ozelliginin ve islevinin molekiiler agidan alt yapisinin daha iyi anlagilmasina olanak
saglamaktadir. Sicaklik stresi basta olmak iizere diger abiyotik streslerin yol agtig1 kiiresel
sorunlara karsi1 bitkilerin stres mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasin saglayacaktir.
Stresle ilgili genlerin tespiti saglanarak sonraki arastirmalar igin yol gosterici olmak

amaclanmistir. Kavunla ilgili birgok transkriptomik ¢alisma raporu farkli abiyotik stres



kosullarinda incelenmistir. Fakat kavunda sicaklik stresinin transkriptomik analizi iligkin
rapor eksikligi halen devam etmektedir. Bu nedenle, sicaklik stresi altinda kavun
transkriptomunda meydana gelen degisiklikleri incelemek i¢in mevcut arastirma

yuriitiilmustiir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kavun (Cucumis melo L.)

Cucumis melo L.(kavun) bitkisi Cucurbitaceae ailesine ait diploid (2n=2x=24),
tek yillik kabakgildir. Kavun genomu 12 adet kromozoma sahiptir. Genomu 454 Mb
biiyiikliigiindedir (Kesh, H. ve ark,. 2021). Ilk kez kavun genomu 2012 yilinda double
haploid DHL92 hattindan sekanslanmistir. Kavunu de novo sekanslamak igin 454
pyrosequence cihazi kullanilmistir. Genomun %83,3’liikk kismini temsil eden 375 Mb
biiyiikliigiinde genom birlestirme (assembly) yapilmistir (Garcia-Mas ve ark., 2012).

Kavun kabakgiller tiirii icerinde en yiiksek oranda polimorfizm igeren sebzedir.
Boyut, sekil, renk, doku ve tat bakimindan morfolojik farkliliklart bulunmaktadir (Nufiez-
Palenius ve ark., 2008). Diger kabakgillere gore 8 kat daha biiyiikk mitokondriyal genoma
sahiptir (Baktemur ve ark., 2023).

Iklim degisikligi her gecen giin gida giivenligi icin bir problemdir. Bu degisimler
genetik cesitliligin azalmasima ve mahsullerde verim kaybina neden olmaktadir. Bu
problemler ilerleyen siire¢lerde gidaya ulasmada biiyiik zorluk ¢ikaracaktir. Cesitliligin
azalmasi bitkilerin abiyotik stresle karsilagsma durumunda uyum saglama yeteneginin de

azalmasina neden olmaktadir.

2.1.1. Kavunun simflandirilmasi

Kavun tek yillik bir bitkidir ve kabakgiller ailesine aittir. Govdesi tiiylii, kollar
sartlici ve yapraklari 5 lobludur. Karpuz, hiyar, kabak gibi bitkilerle ayn1 ailedendir ve bu
bitkiler birbirlerine ¢ok yakin akrabadir (Kesh, H. ve ark,.2021). Cizelge 1’de kavunun

siniflandirilmasi ayrintili sekilde gosterilmistir.



Cizelge 1. Cucumis melo sistematigi

Domain Eukarya (Okaryotlar)
Alem Plantae

Altalem Tracheobionta

Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Siif Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim Cucurbitales

Familya Cucurbitaceae (Kabakgiller)
Cins Cucumis
Tiir Cucumis melo

2.1.2. Kavunun tarihgesi

Kavunun orijini gliniimiizde kesin bir sekilde bilinmemektedir. Farkli cografik
orijinlerden tanimlanmis yabani ve kiiltiire alinan bir¢ok kavun tipi vardir (Ermis ve Aras,
2017). Arkeolojik kayitlarda cok az belgelendirilmistir. Eski Misir’da yaklasik MO 3700
yillarina dayandigina dair ipuglar1 vardir. Cin’de Ch’ian Shan Yang bolgesinde yapilan
bir kazida kavun tohumlari bulunmustur. Bu tohumlarin ka¢ yilina ait olduklar
belirsizligini korumaktadir. Bu belirsizliklerin yaninda kavun kiiltiiriiniin her iki kitada
farkli zamanlarda basladig: tespit edilmistir (Candan ve Kesercioglu, 2012). Anavatani
diger Cucumis tiirlerinin varligit da gbéz Oniine alindiginda Afrika oldugu tahmin
edilmektedir. Giineydogu Afrika’dan Iran ve Tiirkmenistan’a gectigi, sonrasinda
diinyanm diger bolgelerine yayildigi; gen merkezi igerisinde Anadolu, Iran ve
Afganistan’in bulundugu ileri siiriilmiistiir (Sar1 ve ark., 2000). Amerika’ya ise ilk
seyahatinde Kristof Kolomb tarafindan gotiiriildiigii ve yetistirilmeye baglandigi tespit
edilmistir (Solmaz ve ark., 2021).

2.1.3. Kavunun ekonomik onemi

Kavun diinyada yetistirilen ekonomik degeri yiliksek sebzelerden biridir.
Cucurbitaceae familyasi, Solanaceae familyasindan sonra 6zellikle Akdeniz tilkelerinde
ekonomik acidan en 6nemli sebze grubudur (Garcia-Mas ve ark., 2012). Diinya pazarinda
dordiincii en 6nemli sebzedir (Lopez-Zaplana ve ark., 2022). Ozellikle tatli kavunlar

batida ekonomik olarak ¢ok dnemlidir.



Diinya kavun iiretim miktari yaklasik 28 milyon tona ulagmustir. Ulkemizde ise
62 724 hektar alan iizerinde 1 587 230 ton iirettim miktarina ulagilmigtir. Cizelge 2°de
yedi farkli iilkenin 2022 yilinda iiretim miktar1 ve iretimdeki pay1 gosterilmistir.
Cizelgede gosterildigi gibi Cin kavun {iretiminde diger iilkeleri biiyiik farkla geride
birakarak 14 252 671,65 ton ile birinci sirada yer almaktadir. Diinya kavun iiretiminin
neredeyse yaris1 Cin tarafindan karsilanmaktadir. ikinci sirada 1 587 230 ton ile iilkemiz
bulunmaktadir. Diinya kavun iretiminin yaklasik %5°lik kismi iilkemiz tarafindan
karsilanmaktadir. Sonrasinda ise Hindistan 1 498 000 ton kavun iireterek ti¢iincii sirada
bulunmaktadir. Iran, ABD, Misir, Japonya kavun iiretiminde &n plana cikan diger

tilkelerdir (Faostat, 2022).

Cizelge 2. Diinya kavun tiretiminde 7 {ilkenin 2022 y1l1 iiretim rakamlar1 ve diinya tiretiminden aldiklari
pay (FAOSTAT, 2022)

Ulke Uretim Miktar (ton) Uretimdeki pay1

(Yiizde)

1 Cin 14 252 671,65 %49,90
2 Tiirkiye 1587 230 95,55
3 Hindistan 1498 000 %5,24
4 [ran 700 000 %?2,45
5 ABD 569 871 %1,99
6 Misir 368 730,5 %1,29
7 Japonya 146 386,81 %0,51
Toplam iiretim hacmi 28 558 068,57 %100

Ulkemizde iklim kosullar1 elverisli olmas1 nedeni ile kavun hemen hemen her
yerde yetismektedir. Genellikle i¢ Anadolu, Ege, Akdeniz Bolgelerinde iiretilmektedir
(Secim, 2019). Adana, Antalya, Konya, Denizli, Manisa illeri iiretimde 6n plana
cikmaktadir. Tiirkiye’de yetistirilen kavun tipleri Kirkagac, Yuva, Hasanbey, Kislik Sari,

Topatan, Gonen, Galia kavunudur (Baktemur ve ark., 2023).

Cizelge 3. Ulkemizde yillara gére kavun iiretimi (FAOSTAT)

Uretim yih Uretim miktari (ton)
2017 1813422
2018 1753942
2019 1777059
2020 1724 856
2021 1638 638
2022 1587 230




Cizelge 3’te Tirkiye’de belirtilen yillarda tiretilen kavun miktarlari verilmistir.
En fazla kavun 1 813 422 ton ile 2017 yilinda iiretilmistir. 2018 yilinda ise 2017 yilindan
59.480 ton daha az olmak iizere 1 753 942 ton; 2019 yilinda 1 777 059 ton kavun

iiretilmistir. Ilerleyen yillarda kavun iiretiminde diisiis yasanmustir.

2.1.4. Kavunun besin degeri acisindan onemi

Kavun igeriginde glikoz, fruktoz, siikroz sekerleri sitrik asit, malik asit, siiksinik
asit ve askorbik asit gibi organik asitler bulunmaktadir. Protein seviyesi diisiiktiir. Buna
ragmen fenilalanin, glutamin, izoldsin, serin, tirozin, triptofan aminoasitleri igeriginde
bulunmaktadir (Si1gva, 2008). Incelendiginde A, B1, B2, B3, B6, B9, C, E ve K
vitaminlerinin yanmi sira ¢inko, demir, fosfor, kalsiyum, magnezyum, potasyum ve
sodyum mineralleri icerdigi tespit edilmistir (Baktemur ve ark., 2023).

Kavunun tiiketilen kisminda %85-92 oraninda su, %8-15 oraninda kuru madde
bulunmaktadir. Kuru maddenin biiyiikk bir ¢ogunlugunu karbonhidratlar meydana
getirmektedir. Seker miktar1 %4-8 arasindadir. Yag oran1 %0.2-0.6, azotlu madde %0.6 -
1.2 oraninda bulunmaktadir (Sigva, 2008).

Karoten, folik asit ve potasyum bakimindan zengindir. Yiiksek seviyede temel
besin maddeleri igermektedir. Insan saglhig1 i¢in dnemli bir sebzedir ve bol bol tiiketilmesi
onerilmektedir. Turuncu kavunlarda ana karotenoid olan B-karoten immiin sisteminin
gliclenmesinde 6nemli bir antioksidandir. Cilt sagligimi korur, sinirleri sakinlestirir,
bobrek tasi dokiilmesinde bolca tiiketilmesi tavsiye edilir. Gut hastalifi, romatizma,
verem, kansizlik, katarakt, gece korliigii, kardiyovaskiiler sistem bozukluklarini ve kanser
olusumunu da azalttig: bildirilmektedir (Incili, 2022).

Kavun taze olarak tiiketilmesi disinda recel ve dondurma yapiminda,
olgunlasmamus hali tursu yapiminda ve kozmetik sektoriinde kullanilmaktadir (Baktemur
ve ark., 2023). Kdokleri ise tibbi bilesik olarak kullanilmaktadir (S1gva, 2008).

2.1.5. Kavun yetistiriciligi

Kavun bitkisini yetistirmek ¢ok kolay degildir. Sicaklik, 151k gibi dig faktorlerden

cok kolay etkilenmektedir. Diinyanin sicak bolgelerinde yaygin olarak yetistirilen sebze



tiirlerinden biridir (Paris ve ark., 2012). Isik faktorii kavunun rengini ve meyve aromasini
belirlemede etkilidir.

Sicaklik faktorii kavun icin en dnemli faktordiir. Kavunun tohum ekimi i¢in ideal
toprak sicaklik 15-18 °C’dir. Cimlenmesi i¢in gerekli sicaklik ise 23-24°C’dir. Cimlenme
icin minimum sicaklik aralig1 10-12°C civarinda olmalidir. Kavun sicak ve kuru iklimde
optimum 27-30 °C arasinda yetismektedir. Sicakligin 10 °C’nin altina diismesi veya
30°C’nin istiine ¢ikmasi durumunda bitki gelisimi olumsuz etkilenmekte ve strese
girmektedir. Yiiksek sicaklik ve donmaya kars1 yiiksek hassasiyet gostermektedir. Uygun
sartlarin saglanmasi durumunda kavun verimliligi artmaktadir (Se¢im, 2019; Wien.,
1997; Nuiiez-Palenius ve ark., 2008).

Asirt nemli ortamda meyvenin dokusu ve lezzeti olumsuz etkilenmektedir.
Kavunun fazla suya ihtiyaci yoktur. Asir1 sulama meyvede seker icerigi eksikligine neden
olmaktadir. Kavunlar ekimden ilk ¢iceklenmeye ve meyvenin irilesmesine kadarki
siiregte bolca suya ihtiyag duymaktadir. Yagmurlama sulama yontemi bitkinin fungal
hastaliklara yakalanma oranimi arttirir ve bitki gelisimini engelleyebilmektedir. Bu
sebeple damla sulama yontemi genellikle tercih edilmektedir. Meyvenin olgunlagma
doneminde sulama yapilmamaktadir. Dogru zamanlarda sulama kavunun tat aromasinin
olusmasinda ¢ok onemlidir. Fazla sulama, triinlerin iri olmasini saglayabilir ancak bu
durum tat, aroma ve besin maddelerinin azalmasina neden olabilmektedir (Ece, 2017).

Kavun asidik ve bazik ortamlarda iyi gelismemektedir. En optimum toprak pH’1
kavun i¢in 6.0-7.5 arasidir. En cok iiretildigi bolgeler arasinda Konya ve gevresi
gelmektedir. Bu bolgede pH genelde 8’den biiyiiktiir. Topragin organik ve besin
acisindan zengin olmasi1 gerekmektedir. Derin, gegirgen, su tutma kapasitesi iyi olan,
taban suyu problemi olmayan tinli topraklar1 sevmektedir (Baktemur ve ark., 2023).
Kisaca kavun i¢in yiiksek sicaklik, diisiik atmosferik nem, bol giines 15181 ve az sulama
yaparak verimli kavunlar elde edebilmektedir (Ece, 2017).

Giibreleme agamalarinda azot (N), potasyum (K) ve fosfor (P) kullanilmaktadir.
Azot kavunun kok sistemi gelisimini, potasyum mevye olgunlasmasi ve lezzet, fosfor ise
cicek ve kok gelisimini saglamaktadir (Crisostomo ve ark., 2003). Azot eksikligi bitkinin
bodurlagmasina ve sar1 bir goriinlime sahip olmasina sebep olmaktadir. Fosfor (P)
eksikligi ise yaprak renginin koyu yesilden ¢ok daha mat bir yesile donlismesine ve
govdesinin incelmesine neden olmaktadir (Baktemur ve ark., 2023).

Bitkilerin yiiksek sicakliga maruz kalma siiresi yogunluguna bagli olarak verdigi

cevaplar farklilik gostermektedir. Cogunlukla sicaklik stresi, su tasiniminda diizensizlige



neden olabilmekte ve akuaporin genlerinin ekspresyonunda degisiklige neden
olabilmektedir (Lopez-Zaplana ve ark., 2022).

2.2. Bitkilerde Stres Kavram

Bitki stresleri morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisikliklere
neden olarak bitkinin biliyiime ve gelismesini olumsuz yonde etkileyen dis faktorler olarak
tanimlanmaktadir (Madani ve ark., 2019). Stres faktorleri biyotik ve abiyotik stres olarak
iki farkli sekilde siniflandirilmaktadir.

Biyotik stres faktorleri bocekler, virlisler, bakteriler, mantarlar, nematodlar,
otcullar, kemirgenler, 6riimcekler ve yabani otlar sonucunda bitkinin strese girmesi ile
olugmaktadir. Biyotik stres faktorleri bitki besin maddelerine saldirarak hastaliklara veya
canliligin azalmasma neden olmakta ve 6limle sonuglanabilmektedir (Singla ve ark.,
2016).

BiYOTIK STRES ABiYOTjK STRES
FAKTORLERI FAKTORLERI
-Bocek * , -Sicaklik
~Viriis \ I “Kuraklik
-Bakteri -Tuzluluk
-Mantar \’ I 4 -Asir1 su
-Nematod | -Oksidatif stres
-Otobur f -Radyasyon
-Kemirgenler -Besin eksikligi

Sekil 1. Biyotik ve abiyotik stresler gdsterilmistir

Abiyotik stres faktorleri ise Sekil 1 gosterildigi gibi asirt su, sicaklik, tuzluluk,
kuraklik, agir metaller, oksidatif stres ve besin eksikligi gibi ¢evresel etkenlerdir.
Abiyotik streslerin basinda gelen sicaklik stresi, bitkinin uygun biiylime sicakligindan
1,5-6°C daha fazla sicakliga maruz kalmasi olarak agiklanmaktadir. Sicaklik stresi, bitki
biiylimesini, metabolizmasin1 ve verimliligini sinirlayan onemli c¢evresel streslerden
biridir. Bitki biiylimesi ve gelisimi, sicakliga duyarl ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyonu

icermektedir (Hasanuzzaman ve ark., 2013). Bitkinin fotosentez yapamamasina, hiicre



zarlarinin zarar gérmesine, yaslanma nedeniyle hiicrenin 6lmesine neden olabilmektedir.
Sicaklik stresi her stres faktorii gibi bitki genlerinin ekspresyon seviyelerini
etkilemektedir. Hangi genlerin abiyotik stresten etkilendigi, ekpresyonu artan veya azalan
genleri tespit etmek ¢ok onemlidir (Houghton ve ark., 2001; Larkindale ve Huang, 2004).

Sicaklik stresi bitkinin fizyolojik ve biyokimyasal iglevlerine zarar vermektedir.
Bu da bitkinin biiyiime ve gelismesini etkilemekte ve bitkinin verecegi lirlin miktarini ve
kalitesini diisiirmektedir (Burke, 1990). Aymi sekilde sicaklik stresi protein sentezinin ve
enzim aktivitesinin durmasina, hiicre zarinin akiskanliginin artmasina ve hiicre zari
biitiinliigliniin bozulmasina neden olmaktadir (Schoffl ve ark., 1999). Bu durum
fotosentezi yavaslatmakta ve karbonhidrat tretimini diisiirmektedir. Bitkiler geceleri
yiiksek sicaklik altinda kaldiklarinda ise daha fazla solunum yaptiklari ig¢in bulunan
karbonhidrat oran1 diismektedir (Loka ve Oosterhuis, 2010). Bunun sonucunda tohum
olusumu ve tohum sayis1 diigmekte, yaprak boyutlarinda farkliliklar olabilmekte tiim
bunlar ise bitkide biiyiik bir verim kaybina neden olmaktadir (Lukatkin, 2005). Bitkilerin
sicaklik stresine tepkileri stresin derecesine, siiresine ve bitki tiirline gore degisiklik
gostermektedir (Hedhly ve ark., 2009).

Gliniimiizde sicaklik stresi mahsul iiretimi i¢in biliylk endise kaynagidir.
Bitkilerin yiiksek verimliligini siirdiiriilebilmesine yonelik ¢aligmalar énemli tarimsal
hedeflerin basindadir (Hasanuzzaman ve ark., 2013). Biyotik ve abiyotik tiim stres
faktorleri, diinya genelinde bir¢ok tarim alanini etkilemekte buna bagli olarak {iriin

kalitesinin ve miktarinin azalmasina neden olmaktadir (Wang ve ark., 2023).

2.2.1. Yapilan ¢calismalar

2.2.1.1. Kavun disindaki bitkilerin sicaklik stresine yaniti

Yu ve arkadaglart (2022) yaptiklari ¢alismada sicakliga tolerant hiyar (TT) ile
sicakliga duyarli hryar (TS) bitkilerinin dayanikliliklar1 incelemislerdir. 0-3-6 giinlerdeki
ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Giindiiz 16 saat boyunca 43 °C, gece ise 8 saat
boyunca 25 °C sicaklik uygulanmistir. TT ve TS bitkilerinde yiiksek sicakligin, 6.826
farkli genin (DEQG) ifade seviyesini artirirken, 4.111 genin ifade seviyesini azalttig1
belirlenmistir. Her iki gesitte ortak 1.140 genin ifadesi artarken, 415 genin ifadesi
azalmigtir. Yiiksek sicaklikta, TT ve TS'de sirasiyla 2.867 ve 923 genin spesifik olarak
artis gostermistir. TT ve TS'de sirasiyla 523 ve 1.888 genin azaldig: tespit edilmistir.
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Hiicre boliinmesinden sorumlu olan CsCYCD3 ailesi genlerinin, TT'de ifadesi artarken,
TS'de azalmistir. Gen ontoloji analizi sonucunda, etilen metabolik siirecine dahil olan
genlerin TT ve TS bitkilerinde artis gézlenmistir. Is1 stresi GA reseptorii CsGID1'1 artis
gosterirken, DELLA inhibitériintin = azalmistir. WRKY, MYB, ERF ve NAC
transkripsiyon faktorleri dahil olmak iizere ¢esitli TF'ler, TT'de artis, TS'de ise azalis
gosterdigi tespit edilmistir (Yu ve ark., 2022).

Wang ve arkadaslar1 (2020) hiyar bitkisini sicaklik stresine maruz birakarak
transkriptom analizi gergeklestirmistir. Normal ve 1s1 stresi altinda yetistirilen L-9
(tolerant) ve A-16 (duyarli) hiyar bitkileri kullanilmistir. 23.000°den fazla transkript
incelenmistir. L-9 ile A-16 karsilagtirildiginda 1.183 genin artig gosterdigi, 1.595 genin
ifadesinin azaldig: tespit edilmistir. Sonucun validasyonu igin rastgele secilen 18 gen
gRT-PCR ile incelenmistir. Inceleme sonucunda genler arasinda yiiksek pozitif
korelasyon oldugu tespit edilmistirr KEGG analizi sonucunda normal kosullarda
“metabolik yol”, “sekonder metabolik yol” genlerin zenginlestirildigi, yliksek sicaklikta
ise “sekonder metabolit biyosentezi”, “MAPK sinyal yolu”, “bitki hormonu sinyal
iletimi” yollarinda yer alan genlerin zenginlestigi tespit edilmistir. WRKY4, WRKY?25,
WRKY39 genlerinin ifade seviyesi L-9'da A-16'ya gore daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Reseptdr kinaz ve transkripsiyon faktorlerini kodlayan dokuz genin
ekspresyon seviyeleri, QRT-PCR cihazi ile 6l¢iilmiistiir. Sonuglar, 1s1 stresi altinda L-9'a
kiyasla A-16'da tiim genlerin ifadesinin belirgin sekilde azaldigin1 gostermistir. Normal
kosullar altinda iki genin (CsalG601010 ve Csa3G037080) L-9 ve A-16 arasinda
ekspresyon farkliliklar1 gostermesine ragmen, diger yedi genin ekspresyon seviyesi stres
oncesi iki hiyar ¢esidi arasinda herhangi bir farklilik géstermedigi raporlanmistir (Wang
ve ark., 2020).

Wang ve arkadaslar1 (2021) caligmalarinda biberin sicakliga tolerant 17-03 ile
duyarli H1023 bitkilerinin transkriptom analizini gergeklestirmistir. RNA-seq analizi
sonucunda 24.448 eksprese olan gen tanimlamistir. 11.633 DEG tanimlanmistir. DEG
igerisinden 5.133 gen ontoloji terimi agiklanmistir. 17-03 bitkisinde 7.327 gen
tanimlanmistir. Bunlardan 3.435 ekspresyonu artarken, 3.892 gen ekspresyonu azaldigi
tespit edilmistir. H1023 bitkisinde 7.778 genin 4.025 genin ifadesi artmis, 3.753 genin
ifadesi azalmistir. 47 1s1 sok proteinin diferansiyel olarak eksprese edildigi tespit
edilmistir. Rastgele se¢ilmis 14 DEG'nin transkripsiyonel seviyeleri, qRT-PCR
kullanilarak tespit edilmistir. Kiiclik 1s1 soku proteini, sicaklik stres transkripsiyon

faktori, bZIP, MYB, WRKY genleri dahil olmak iizere 14 DEG'nin tiimii sicaklik stresi
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tepkisi stirecine katilmistir. 635 TF'den olusan toplam 49 TF ailesi, HSF, NAC, WRKY,
ERF, bHLH, MYB, C2H2, B3, GRAS, bZIP ve HD-ZIP dahil olmak iizere 17-03 ve
H1023'te 1s1] islem ve geri kazanim sirasinda farkli sekilde ifade edilmistir. Sicaklik
stresinde 38 1s1 soku faktorii, 17 transkripsiyon faktorii ve 38 NAC proteini ve 35 WRKY
proteini belirlenmistir (Wang ve ark., 2021).

Ara ve arkadaslar (2013) kabak tiirlerinde yaptiklari ¢alismada sicaklik stresine
maruz birakilan, tolerant “C. moschata”, duyarli “C. maxima” ve orta derecede toleransli
“Maxchata” tiirlerini incelenmistir. Sonuglar, 6zellikle toleransli genotiplerdeki SOD,
CAT, APX ve POD aktivitelerindeki artiglarin, diisiik ROS {iretiminin gosterdigi gibi
onlar1 oksidatif hasara karsi korudugunu gostermistir. Ayrica kokler ve govdeler
arasindaki farkli izoform desenleri, bu genlerin dokuya 0&zgii ekspresyonunu
kanitlamistir. Bu gozlem, artan 1s1 toleransi ig¢in bitkilerin antioksidan savunma
sisteminin altinda yatan karmasik mekanizmay1 agikliga kavusturmak igin daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir (Ara ve ark., 2013).

Tokic ve arkadaslar1 (2023) domates tohumlarinin iki farkli sicaklikta fidelerinin
ve yetiskin bitkiler iizerindeki etkisini aragtirmistir. Bitkiler 37 °C ve 45 °C'ye maruz
birakilmistir. Her iki sicaklik stresi tiirii fidelerde prolin, IAA, HSP70 ve HSP90
proteinleri ile HSFB1, DREB1 ve NAC4 gen ekspresyonunda artisa neden olmustur.
HSP70, 45 °C'de daha belirgin bir sekilde birikirken, HSP90, 37 °C'de daha belirgin bir
sekilde biriktigi gozlenmistir. HSP90'in tam tersi, yiiksek HSP70 seviyesi, fidelerde
indiiklenen HSFB1 ve HSFA3 ekspresyonu ile dogru orantilidir. Yetiskin bitkiler 1s1
stresine kars1 daha toleranttir. Her iki sicaklik yetiskin bitkilerde ACC seviyelerini 6nemli

olglide azaltmistir (Tokic ve ark., 2023).

2.2.1.2. Kavunun abiyotik strese yamti

Wang ve arkadaslar1 (2016) tarafindan secilen kavun gesitleri tuz stresi altinda
incelemistir. Bing XueCui' (BXC) ve "Yu Lu' (YL) kavun ¢esitlerinin transkriptomik
analiz gergeklestirmistir. Kavun ¢esitlerine 150 mM -300 mM NaCl tuz stresi
uygulanmustir. Segilen 3 farkli zaman araliginda hasat edilmis ve transkriptom analiz
sonuclar1 karsilastirilmistir. BXC’de 1.171 DEG tespit edilmistir. 572 genin ifadesinin
arttigi, 599 genin ifadesinin azaldig1 belirlenmistir. YL cesitinde ise 1.487 DEG tespit
edilmistir. Genin yanit verdigi 538 genin arttig1, 949 genin azaldig1 belirlenmistir. Yanit
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veren 12 genin RT-qPCR analizi, RNA dizileme verilerinin ile pozitif korelasyon
gosterdigi goriilmiistiir (Wang ve ark., 2016).

Ansari ve arkadaslar1 (2019) kavun genotipi SC-15’i kuraklik stresine maruz
birakarak protein profilindeki degisikliKleri incelemistir. 0-7-14-21 giin kurakliga stresi
uygulanmistir. Su eksikliginin oldugu giinlerin artmasi, kavun yapraklarinda SOD
ekspresyonunun indiiklenmesine neden olmustur. RT-PCR analizi sonucunda 7-14-21
DWD (su eksikligi giinii)’den sonra yapraginda CAT, APX, GR ekspresyonunun arttigi
gozlenmistir. L36 ribozomal proteini, NAC geninin ekspresyonu artmistir. WRKY
transkripsiyon faktorii tespit edilmistir. Calismada WRKY TF ekspresyonu 7-14
giinlerinde azalmistir. Analiz sonucunda 48 proteinin ifade edildigi gosterilmistir. Bu 48
genin 37 tanesinin ifadesi artarken, 10 genin ifadesinin azaldig1 gézlenmistir (Ansari ve
ark., 2019).

Zhang ve arkadaslar1 (2022) yaptig1 calismada su basmasina duyarli L39 ve
toleransli L45 kavun ¢esitlerinin fizyolojik ve transkriptomik verileri karsilastirilmistir. 4
giin boyunca bu iki tiir su basma stresine mazur birakilmistir. L45°te 1748 DEG tespit
edilmistir. Bu genlerin 1.289 tanesinin ifadesi artarken 459 genin ifadesi azalmistir.
L.39’da ise 3.178 DEG bulunmustur. 1.991 genin ifadesi artarken 1.187 genin ifade
seviyesi azalma gostermistir. Su basmay1 diizenleyen 311 transkripsiyon faktorii (TF)
tanimlanmistir. Her iki 39 TF’i ortaktir ve 27 tanesinin ifadesi artarken, 12 tanesinin
ifadesinin azaldig1 gozlenmistir. L39°da 155 transkripsiyon faktorii 87 tanesi artmis ve
68 tanesinin ifade diizeyi azalmistir. L45°te ise 97 transkripsiyon faktoriiniin 82'si
artarken, 15'1 azalmistir. Su basmasi stresi L39'da nisasta ve seker boliinmesiyle iligkili
12 gen artisina neden olurken L45'te 5 genin artis1 olmustur. Su basmast stresi ve kontrol
kosullar1 arasindaki karsilastirmada, her iki varyant de 357 artan DEG ortaktir.
Diferansiyel olarak eksprese olan genler bakimindan 'glutatyon metabolizmasi', 'bitki-
patojen etkilesimi' ve 'metabolik yollar' olduk¢a zengindir (Zhang ve ark., 2022).

Erding ve arkadaslar1i (2021) tarafindan yapilan g¢alismada ti¢ Tirk kavun
genotipinin YYU 1 (orta toleransli), YYU 4 (duyarli), CU-196 (toleransli), ANANAS
(duyarli) tuzluluk stresine karst 6 hafta fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmasi incelenmistir. 50-75 mM NaCl konsantrasyonlarda sulanmistir. Molekiiler
acidan WRKY24, TCP15, CmHD -Zip, mTERF2, Dof3, CmADH2 transkripsiyon faktorii
geninin ekspresyon seviyeleri tespit etmek amaciyla qRT-PCR analizi yapilmistir.

Sonuglarda TCP15 ve WRKY24 ekspresyon seviyesinin 75 mM NaCl sartlarinda daha
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fazla degisim gosterdigi tespit edilmistir. CmAHD?2 ve Dof3 ekspresyonun ise 50 M NaCl
sartlarinda daha fazla degisim gosterdigi tespit edilmistir (Erding ve ark., 2021).

Weng ve arkadaslar1 (2022) sicaklik ve nem stresine cevap veren, neme duyarl
“JIN TAI LANG” ve neme toleransli “JIN DI” kavun genotiplerini materyal olarak
secmistir. RNA-seq analizi i¢in kavun 6rnekleri uygulamanin 0, 1, 2, 3 ve 4. giinlerinde
toplanmis ve her indeks en az ii¢ kez tekrarlanmistir. Sekanslama islemi yapilmistir. Elde
edilen veriler analiz edilerek diferansiyel olarak eksprese olan genlerin sayisi
belirlenmistir. 'JIN TAI LANG' ¢esidi kontrol olarak alindiginda, HTH stresi altindaki iki
cesitte toplam 3.390 gen ekspresyonu degisikligi tespit edilmistir. Bunlarin arasinda
1.646 genin ifadesinin arttig1 ve 1.744 genin ifadesinin azaldig: tespit edilmistir. GO
zenginlestirme analizi sonucunda HTH stresi ile ilgili 20 zenginlestirme kategorisi
belirlenmigtir. Temel olarak “pigment baglanmasi”, “fotosistem I'de 151k hasadi”,
“birincil metabolik siire¢” ve “hiicresel protein modifikasyon siireci” ag¢isindan
zenginlestirilmistir. DEG'lerin KEGG zenginlestirme yolu ile analiz edilmistir. Esas
olarak "fotosentez-anten proteinleri*, “fenilpropanoid biyosentezi”, "bitki hormonu sinyal
iletimi", "nigasta ve siikroz metabolizmasi" ve "bitki- patojen etkilesimi" agisindan
zenginlestirilmistir. En 6nemli farkin KEGG zenginlestirme yolu analiz edildiginde, iki
c¢esit arasindaki fark olarak 'JIN TAI LANG'da Lhcal, Lhca3, Lhca4 ve Lhcb1-Lheb6'nin
bulundugu "1s1k toplayan protein kompleksinde" oldugu belirlenmistir. Cesitliligi ise 'JIN
DI' ¢esidinden 6nemli dl¢ilide diisiik cikmistir (Weng ve ark., 2022).

2.3. RNA Dizileme (RNA-Seq)

RNA dizileme yontemi, belli kosullar altinda ifade edilen genlerin
sekanslanmasidir. Diger adiyla transkriptom dizilimi, transkriptomla ilgili benzersiz
bilgiler saglayan yiiksek verimli bir teknolojidir. Bir organizmanin transkriptomunun
(mRNA, ncRNA) ortaya ¢ikarilmasi, genomun islevsel 6gelerinin anlasilmasi agisindan
¢ok onemlidir (Shumate ve ark., 2022). Transkriptom analiz bir canlinin, belli ¢evresel
kosullar altinda RNA molekiiliin kimligini ve bollugunu anlama asamasidir (Hrdlickova
ve ark., 2017). Genlerin/izoformlarin miktarinin belirlenmesinde, kodlamayan RNA'nin
tespitinde ve bilinmeyen genleri ortaya ¢ikarmak amaciyla kullanilmaktadir
(Yalamanchili ve ark., 2017; Withanage ve ark., 2022).

Gecmisten giiniimiize ¢esitli dizileme yontemleri ve platformlart gelistirilmistir.

Ik gelistirilen yontemler Sanger dideoksi sentez (Sanger ve ark., 1977; Sanger ve ark.,
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1975) ve Maxam-Gilbert (Maxam ve Gilbert, 1980) kimyasal béliinme yontemleridir. Bu
birinci nesil yontemlerden Maxam-Gilbert yonteminde giiniimiizde toksik reaktif
bulundugu i¢in sik kullanilmamaktadir. Sanger sekanslama ise gliniimiizde kiigiik ve
karmasik olmayan genomlarda tercih edilmektedir (Slatko ve ark., 2018). Bu yontemle
yaklasik 500-1,000 baz cifti DNA fragmentleri halinde parcalar1 okuyabilmektedir. insan
genom projesi Sanger sekanslama kullanilarak gerceklestirilmistir (Bentley ve ark.,
2000). ilerleyen yillarda diisiik maliyetle yiiksek verimli sekanslama y&ntemlerine
gereksinim duyulmustur. Ikinci nesil teknolojilerin gelismesi bu sekilde baslamistir.
Ikinci nesil sekanslama teknolojileri hazirlik asamasi, sekanslama, veri analizi gibi
basamaklardan olugsmaktadir. Bu teknoloji sayesinde daha biiyiik veriler kisa siirede ve
ucuz bir sekilde iiretilebilir hale gelmistir (Metzker, 2009). Illumina (Ferrarini ve ark.,
2013), 454 pyro-sequencing (Margulies ve ark., 2005), ion Torrent gibi platformlar ikinci
nesil sekanslama teknolojisinde gelistirilen cihazlardir. 50-500 baz cifti fragment
araliginda okuma yapmaktadir (Merriman ve ark., 2012). Birinci nesil ve ikinci nesil
sekanslama yontemleri kisa okuma temelli ¢aligmaktadir. Kisa okuma genellikle kiigiik
genoma sahip canlilarda tercih edilmektedir. Transkriptom, metagenom analizleri gibi
genomik c¢aligmalara gore daha kii¢iik veri iireten ¢alismalarda tercih edilmektedir.
Okuma dogrulugu cok yiiksektir. Fakat fragment uzunluklar1 kisa ve ¢ok sayida oldugu
icin veri birlestirme (assembly) asamasi zordur. Kisa okuma teknolojileri tekrar
bolgelerini tespit etmekte yetersiz kalmakta, hatali sonuglar verebilmekte, mutasyon ve
varyasyon tespiti yapmakta giiclik ¢ekmektedir (Shumate ve ark.,2022; Weirather ve
ark.,2017).

Son donemde yeni nesil sekanslama teknolojilerine {igiincii nesil sekanslama
yontemleri eklenmistir. Ugiincii nesil sekanslama yéntemleri sayesinde uzun DNA ve
RNA molekiilleri dizilenebilmektedir (Slatko ve ark., 2018). Uzun okuma temelli ¢calisan
bu yontemlerde yaklasik 10.000 baz cifti izerinde okumalar tiretilebilmekte, 100.00 baz
cifti lizerinde haritalama yapabilmektedir (Lee ve ark., 2016). Bu kadar biiyiik veri
tretilmesi ayni zamanda maliyetin de diismesi sonucunda genom yapisinin
anlasilabilmesi daha kolay olmustur. Uzun okumalari birlestirmek kisa okumalara kiyasla
daha kolay olsa da kisa okumalarin birlestirilmesinde hata orani daha yiiksek olmaktadir.
Uzun okumalar tekrar bolgelerin daha iyi tespit edilmesini saglamaktadir. Uzun okuma,
kisa okuma sonuglarina gore daha biiyik daha kapsayict genom biitiinliigi
tiretebilmektedir (Roberts ve ark., 2013). Varyasyon tespiti gibi ¢alismalarda uzun okuma

temelli ¢alisan cihazlar tercih edilmelidir. Uzun okumalar Indel (Insersiyon-delesyon)
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mutasyonlarinin daha kolay tespit edilmesini saglar (Chaisson ve ark., 2014). Ugiincii
nesil yontemlerde sekanslama icin kiitiiphane olusturma asamasinda amplifikasyon
asamasi yoktur. Bu avantaji1 sayesinde tek molekiil sekanslama yapilabilmektedir. Uzun
okuma teknolojisini Pacific Biosciences (PacBio), Oxford Nanopore Technologies,
[llumina Truseq Sentetik Uzun Okuma teknolojisi, Tek Molekiil Ger¢cek Zamanl
(SMRT) sekanslama platformlar1 kullanmaktadir (Lee ve ark., 2016). Yapilan ¢aligmaya
uygun kisa veya uzun okuma tercih edilmelidir. Bu tez ¢alismasinda transkriptom analizi
yapildigindan kisa okuma tercih edilmistir.

Dizileme cihazlar1 genel olarak DNA temelli ¢calismaya uygun tasarlanmistir. Bu
sebeple RNA-seq ¢alismalarinda RNA’dan ¢cDNA kiitiiphanesi hazirlama asamasinin
yapilmasi gerekmektedir. Ama her seyden once izole edilen numunelerin toplam RNA
kalitesinin 6l¢iilmesi gerekmektedir. RIN adi verilen RNA biitiinliigiiniin 6l¢iisti olan
degerin 8 veya daha yiikksek olmasi onemlidir. Bu degerin altindaki numuneler
sekanslamada kullanilmamaktadir (Withanage ve ark., 2022). Cogu dizileme platformu
tespit edebilme kapasitesi limiti nedeniyle, cDNA kitapliklarinin dizilemeden 6nce PCR
ile cogaltilmas1 gerekmektedir (Heyer ve ark., 2015). Hazirlanan her cDNA
kiitiphanesinin ucglarina adaptor sekans adi verilen belirli boyutta sekanslar
eklenmektedir. Kullanilacak platforma gore sekanslama 6ncesi hazirliklar yapilmalidir.
Bu cDNA kiitiiphanesi hazirlama metodu incelenen RNA tiirii, boyutu, dizisi ve yapisal
ozelliklerine gore degisiklikler gosterebilmektedir (Hrdlickova ve ark., 2017).

Eklenen adaptor dizisinin ligasyonunu kolaylastirmak i¢in ¢ift sarmalli cDNA'nin
3’ucuna bir adenin (A) bazi eklenmelidir (Withanage ve ark., 2022). Diger adi ile
poliadenile edilmis RNA dizilenmesi yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Protein
kodlayan RNA (mRNA) ve uzun kodlanmayan RNA (IncRNA) (>200 nt) poliA kuyrugu
icermektedir. Poli A ve RNA’lar total hiicresel RNA’dan zenginlestirmesi ¢cok daha
kolay olmaktadir. Poli(A)+RNA sec¢imi, oligo-dT molekiilleriyle kaplanmis manyetik
veya seliiloz boncuklarla gerceklesmektedir. Cok diisiik miktarda RNA mevcut olmadigi
siirece poli(A) saflagtirmasi, poli(A) + RNA'y1 se¢mek i¢in tercih edilen bir yontem
olmaktadir (Nam ve ark., 2002).

Prokaryotik mRNA'lar gibi poliadenile edilmemis RNA'larin dizilenmesinde en
onemli problemlerin baginda ribozomal RNA (rRNA) yer almaktadir. Transkriptomik
calismalarda rRNA’lar kullanilmaz ve ortamdan uzaklastirilmas: gerekir. Ribozomal
RNA'lara hibridize olabilen diziye 0zgii problar kullanilarak bu islem
gerceklestirilebilmektedir. rRNA' lar antisens DNA oligolan tarafindan hedeflenir ve
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direkt probu bozarak (PDD) RNaz H tarafindan sindirilmesi saglanmaktadir. Bu yontem
hibridizasyona gore daha az is yiikiine sahiptir. Fakat her tiir i¢in tasarlanmis farkli prob
setlerini ihtiya¢ duymaktadir. Céziim olarak rRNA'lar ve diger RNA'lar da dahil olmak
tizere tim cDNA'lar dairesel hale getirilerek rRNA problarina hibridize edilmektedir.
Hibritlestirilmis diziler daha sonra dubleks spesifik niikleaz (DSN) tarafindan
sindirilmekte ve bu da onlar1 amplifikasyon i¢in kullanilamaz hale getirmektedir. Boylece
rRNA ortadan kaldirilmaktadir (Archer ve ark., 2014; Archer ve ark., 2015).

Bir bagka yontem ise RT sirasinda ilgili RNA molekiillerine baglanan ve bdylece
rRNA'lardan kaginan spesifik, ¢ok rastgele olmayan (NSR) primerleri kullanilmasidir
(Armour ve ark., 2009). Bu metot poli (A)’ya sahip olmayan prokaryotik tiirler i¢in
kullanima ¢ok uygundur (Hrdlickova ve ark., 2017). Bu yontemler kullanilarak rRNA saf
dis1 birakilabilir.

Kodlamayan RNA'lar c¢alisilacak ise, rRNA'larin PDD veya NSR hazirlama
yoluyla ¢ikarilmasi gerekmektedir. PDD, yiiksek girdili numuneler i¢in daha iyi
calisirken, NSR hazirlama oncelikle diisiik RNA girdileri i¢in kullanilmaktadir
(Hrdlickova ve ark., 2017).

Poli A secilimi ve rRNA ayirma islemi gergeklestikten sonra RNA kiiciik
fragment adi verilen belli boyutlarda pargalara ayrilma islemi yapilmaktadir. Par¢alanan
RNA boyutu dizileme platformuna bagl olarak degisiklik gostermektedir (Hrdlickova ve
ark., 2017). Parcalanan dizileri, taninmasin1 kolaylagtirmak amaci ile fragmentin uglarina
adaptor dizileri baglanmaktadir. Adaptor dizisinin niikleotit dizisi arastirmaci tarafindan
bilinmektedir. Bu sekilde mRNA sekanslanmaya hazir hale getirilmektedir (Borodina ve

ark., 2011).

Kalite Kontrolii

Y N N Y

Ham Veri | | Kalite Kontrolii | | Trimleme I Haritalama Sayim

Referans
Genom

Sekil 2. Genel RNA-Seq basamaklar1 (Beukers ve ark., 2023)
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2.4. Veri Analiz Basamaklari

2.4.1. Kalite kontroli ve trimleme

Yeni nesil teknoloji platformlar1 kullanilarak iiretilen sekanslari islenebilir hale
getirmek i¢in ¢esitli programlar kullanilmalidir. Sekanslama sonucu iiretilen ilk veriye
ham veri denilmektedir. Ham verinin igerigini anlamak ve adaptor sekans igeriyor mu
gibi bilgilere ulagsmak i¢in Galaxy platformunda bulunan programlar kullanilir. FastQC
programi bunlardan biridir. Dizileme, ham veri veya baslangi¢ kitaplig1 materyalinden
kaynaklanan sorunlar1 tespit edebilen bir kalite kontrol (QC) raporu saglayan hesaplamali
bir arag olarak kullanilmaktadir (Andrews ve ark., 2010). FastQC, Babraham Enstitiisii
tarafindan gelistirilmistir. Galaxy araci kullanilarak HTML formatinda bir rapor
iretmektedir. Raporda, degerlendirilen her ol¢lime basarili, basarisiz veya uyariyi
belirtmek icin sirasiyla yesil bir onay isareti, kirmizi ¢arpi isareti veya sari tinlem isareti
eklenmektedir. Genellikle okumalarin her iki ucundaki okuma dizisinin kalitesi diisiiktiir,
bu durum 3' ucundaki Phred skorundaki diisiisten ve 5' ucundaki rastgele A,C,G,T
konsantrasyonundan dolay1 olabilmektedir (Yalamanchili ve ark., 2017).

FastQC araciligiyla;
e Dosya ismi, tiirii, dizi sayisi, dizilerin uzunlugu ve dizideki GC bazlarmin orani
gibi temek istatistikler,
e Dizilerdeki bazlarin kalite puanlari,
e Dizilerin ortalama kalite puanlari,
e Dizilerin baz igerigi oranlar1 ve ortalama GC oranlari,
e Dizilerdeki tahmin edilemeyen bazlarin (N) pozisyonlari,
e Dizilerin uzunluklari,
e Dizilerdeki duplikasyon miktari,
e Agiri tekrarlanan dizilerin baz dizilimleri ve tekrar miktarlar

e Adaptor kalintilar1 ve k-mer igerikleri, tespit edilmektedir.

Bir bagka kalite kontrol programi olan MultiQC, tim numunelerin tek bir 6zet
raporunu olusturmak i¢in farkli numunelerdeki birden fazla farkli FastQC raporunu bir

araya getirmek ve sonuclar1 gorsellestirmek i¢in kullanilmaktadir. MultiQC, herhangi bir
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modern web tarayicisinda paylasilabilen ve acilabilen tek bir bagimsiz HTML raporu
olusturmaktadir (Andrews ve ark., 2010; Ewels ve ark., 2016).

Trimmomatic programi ise, incelenen FastQC raporlarinda adaptor varligi tespit
ediliyor ise bunlar haritalamadan oOnce kaldirilmasi amaciyla calistirilmaktadir.
Trimmomatic, Illumina NGS verileri i¢in optimize edilmis, daha esnek, c¢ift
farkindaligina sahip ve verimli bir aragtir. Dizileme verilerinde belirsiz baz iceren (N)
okumalar da bulmakta, kalitesi diisiik sekanslari, adaptér sekanslar1 ortamdan
uzaklastirmay1 ve asir1 kisa okumalarin ¢ikarilmasimi saglamaktadir (Bolger ve ark.,

2014). Bu araca alternatif olarak CutAdapt programi dnerilmektedir (Martin, 2011).

2.4.2. Haritalama

Kalitesiz sekanstan ve adaptorlerden arindirilan verinin sonraki agamasi
haritalamadir. Haritalama, genomdaki okumalarin konumlarin1 gosteren kritik adimdir.
Bu adim Galaxy platformunda bulunan HISAT2 (hierarchical indexing for spliced
alignment of transcripts) algoritmasi ile gerceklestirilmistir.

Kisa okuma teknolojisi kullanilarak iiretilen kisa fragmentlerin bir araya
getirilmesi ve anlamlandirilmasi gerekmektedir. Bu kisa fragmentlerin bir araya getirilip
anlamli sekilde birlestirilmesine hizalama ya da assembly ad1 verilir. HISAT2 programi
kullanilarak trimlenen veri referans genoma hizalanmaktadir. RNA-seq verilerinin
hizalanmasi ile transkript ekleme bolgeleri tespit edilmektedir. Yeni ekleme bolgeleri,
transkripsiyon baglatma bolgeleri ve transkripsiyon sonlandirma bolgeleri bu sekilde
bulunmaktadir. Ayrica, tim ekson ve intron sinirlart da dahil olmak tizere bilinen genlerin
konumunu belirten gen agiklamalar1 da saglamaktadir (Pertea ve ark., 2016; Yalamanchili
ve ark., 2017).

Okaryotik canlilarda bulunan intronlar, HISAT gibi bosluk temelli hizalama
calisan algoritmalarin siklikla tercih edilmesini saglamaktadir (Kim ve ark., 2015).
Yiirtitiilen ¢alismada HISAT?2 tercih edilme sebebi budur. BAM (Binary Alignment Map)
formatinda ¢iktilar vermektedir (Yalamanchili ve ark., 2017).

Okumalar bir referans genoma karst haritalanarak genomik konumlar
belirlemektedir. Bu haritalama bilgisi, her bir gene karsilik gelen okumalarin alt
kiimelerini toplanmasina ve daha sonra bu okumalar tarafindan temsil edilen

transkriptlerin bir araya getirilip 6l¢iilmesine olanak tanimaktadir (Pertea ve ark., 2016).
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HISAT hizalama i¢in iki tiir indeks kullanmaktadir: Burrows Wheeler
dontigiimiine ve Ferragina-Manzini (FM) indeksine dayali bir indeksleme semasi
kullanmaktadir. Her hizalamay1 sabitlemek i¢in tam genomlu bir FM indeksi ve bunlarin
cok hizli bir sekilde genisletilmesi i¢in ¢ok sayida lokal FM indeksi kullanilmaktadir. Cok
sayida indeks kullanmasia ragmen daha az bilgisayar bellegine ihtiya¢ duymaktadir
(Kim ve ark., 2015; Pertea ve ark., 2016.Kim ve ark., 2015).

Hiz ve dogruluk agisindan karsilastirildiginda HISAT algoritmasinin STAR,
GSNAP, OLego ve TopHat2 algoritmalarindan daha iyi oldugu tespit edilmistir (Kim ve
ark., 2015).

[ Ham Veri ] — [ FastQC ] — [ MultiQC J

|

V

[ Kallisto ]<.:][ HISAT2 ]< '[Trimmomatic]

Sekil 3.Veri analiz basamaklari

2.4.3. Sayma

Haritalanan veri sonucunun sayilmasi gerekmektedir. Ifade seviyesi degisen
genler nelerdir 6grenilmesi i¢in ¢esitli programlar kullanilmaktadir. DEG analizlerinde
sayma i¢in kullanilan algoritmalar okumalarin bir referans genomla eslestirilmesine,
okumalara genomla pozisyonlarin atanmasina ve Ortliisen okumalarin sayisinin

say1llmasin1 temeline dayanmaktadir.

2.4.3.1. StringTie

StringTie, HISAT2 programi ¢iktist i¢in kullanilan sayma algoritmalarmdan
birisidir. Uzun okumalar1 veya kisa okumalar1 bir araya getirebilen referans temelli bir
transkriptom birlestirici arag olarak kullanilmaktadir (Kovaka ve ark., 2019; Shumate ve

ark.,2022). Hizalamalar1 tam ve kismi transkriptler halinde bir araya getirerek gerektigi
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sekilde birden fazla izoform olusturmaktadir. Okumalar1 farkli gen lokuslart halinde
gruplandirmaktadir. Ardindan her bir lokusu, verileri agiklamak i¢in gereken sayida
izoform halinde birlestirmektedir. StringTie, en yiiksek diizeyde ifade edilen transkriptle
baslayan ve ayni anda birlestirip niceligini belirleyen bir ag akis algoritmasi
kullanmaktadir. Daha sonra transkriptle iligkili okumalar1 kaldirmaktadir. Tiim okumalar
kullanilincaya kadar veya kalan okuma sayis1 transkripsiyonel giiriiltii seviyesinin altina
diisene kadar daha fazla izoform toplayarak islemi tekrarlanmaktadir (Pertea ve ark.,
2016).

Tiim genlerin ve transkriptlerin ekspresyon seviyelerini tahmin etmektedir (Pertea
ve ark., 2016). Her bir transkript i¢in atanan hizalanmis okumalarin sayisina gore
transkript bollugunu tahmin etmektedir. Bolluk hesaplanirken ayni zamanda ekzon-intron
yapisi da hesaplanmaktadir (Pertea ve ark., 2016). Avantajli 6zellikleri dogrulugu ve
hassasiyetinin yiiksek olmasidir. Ayni zamanda hizlidir ve bellek ihtiyaci disiiktiir
(Kovaka ve ark., 2019).

Stingtie Merge programi kullanilarak StringTie programi sonucu elde edilen

verileri birlestirmektedir. (Pertea ve ark., 2016).

2.4.3.2 Kallisto

Haritalama sonucunun sayilmasi amaci ile kullanilan bir diger program Kallisto
programidir. Bu programin ¢alisma prensibi StringTie programindan farklidir. Kallisto,
K-mer bolluguna dayali izoformlart tahmin etmek igin kullanilmaktadir (He ve ark.,
2013).

Kallisto, haritalanan verinin i¢indeki konumunu tanimlamak yerine, her okuma
icin orijinal transkripti potansiyel olarak tanimlamayi amaclamaktadir. Tiim genom
yerine transkriptom dizisiyle pseudo- hizalama kullanmaktadir. Analizi baslatmadan
onceki ilk adim, belirli bir transkriptomun k-merlerinden de Bruijin grafigi (DBG) olan
bir indeks olusturmaktir. Bu yontemde biiyiik hacimli kisa okumalar i¢in uygun k-merler
ile grafikler olusturulmaktadir. Grafikteki digiimler (node) bir k-mer'e karsilik
gelmektedir. Transkriptlerin bilgilerini bir renk bazinda tutmaktadir ve ayni renkteki
cizgisel uzantilar bitisik veya transkriptlerdir. Grafik olusturulduktan sonra arag, her k-
mer icin eslemeyi, karsilik gelen kaynak transkriptlerdeki konumuyla birlikte
saklamaktadir. Kallisto daha sonra okumalari1 k-merlere ayrigtirmakta ve DBG’ de her k-

mer i¢in uyumluluk siniflart iireten bir yol bulmaktadir. Transkript bollugu kallisto
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tarafindan milyon birim basina transkript (TPM) olarak ¢ikarilmaktadir (Bray ve ark.,
2016). K-merler okumanin kendisinden daha fazla transkriptle hizalanabilmektedir. Bu
sorun Oonemli miktarda dogruluk kaybina neden olabilmektedir (Bray ve ark., 2016).
Referans transkriptomuna goére okumalar1 6lgmek icin kallisto quant programi
kullanilmaktadir (Yalamanchili ve ark., 2017).

Kallisto gibi pseudo-hizalama temelli ¢alisan programlar yeni gen ve izoformlart
tespit etmekte yetersiz kalmaktadir. Diisiik bolluk ve kiicik RNA’larin miktarinin
belirlemesinde daha diisiik performans gostermektedir (Wu ve ark., 2018). Fakat
kullanim kolaylig1 ve hizlari nedeniyle tercih sebebi olmaktadirlar. Bu durumlar veri

analizi yapmadan once dikkate alinmalidir (Kovaka ve ark., 2019).

2.4.4. DESeq

Sayma agamasinin devaminda 6rneklerin arasinda hangi transkriptin farkli
sekilde ifade edildigini belirlemek i¢cin DESeq gibi istatistiksel yontemlerle ¢alisan
programlar kullanilmaktadir (Pertea ve ark., 2016).

Ayni zamanda FPKM (Haritalanmis Milyon Bazda Parca Sayisi) degerine gore
analiz yapmaktadir.

FPKM degeri:

FPKM = (106 X C) / (NL/103) formiilii kullanilarak hesaplanmaktadir.

C: Referans genomuyla eslesen parcalarin sayisi,

N: Tiim genlerle eslesen pargalarin sayisi,

L: Hedef genin baz numarasi,

FPKM degeri, mevcut tim genlerin ekspresyon seviyesinin hesaplanmasini
saglamaktadir.

Orneklerin kendi kosullarina gére kiimelenip kiimelenmedigini gorsellestirmek
icin PCA grafigi ve korelasyon 1s1 haritasin1 kullanilmaktadir. Elde edilen sonuglar
ornekler arasindaki temel ortalamalari, log2 kat degisikliklerini, standart hatalari, test
istatistiklerini, p degerlerini ve diizeltilmis p degerlerini icermektedir (Yalamanchili ve
ark., 2017). DESeq2 programi, her bir genin hareket miktarin1 yonlendirmek i¢in Bayes
teoremini kullanmaktadir (Love ve ark., 2014).

Gorsellestirmekte ayirt edici olan log2FoldChange degeri, ifadedeki farkin
biiyiikliigiinii tanimlamaktadir. Iki kosuldan biri temel almarak digerinin ifadesindeki

degisiklik hesaplanmaktadir. Pozitif bir log2FoldChange degeri, karsilastirma i¢in temel
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olarak kabul edilen kosula gore ekspresyonun arttigini, negatif bir deger ise ekspresyonun

azaldigini gostermektedir (Raghavan ve ark., 2022).

HAM VERI
FastQC [ Haritalama ] [ HISAT ]
Kalite Kontroll
BAM dosyasi

MULTIQC

|

StringTie
Soapricatng Quantifikasyon StrinTie Merge

l (Sayma)

Kalite Kontroll FastQC

[ Deseqg2 ]

Sekil 4. Referans temelli transkriptom analizinde kullanilan araglar

2.4.5. BLAST

Fonksiyonel anotasyon, temel olarak bir sekansin benzerini tanimladiktan sonra
bir genle iligkilendirilen fonksiyonel 6zelliklerin belirlenmesi siirecini igerir, bu da
BLAST gibi araclarla gerceklestirilebilir. BLAST gibi homoloji tabanli yontemler genom
anotasyonunda merkezi bir rol oynamaktadir (Mathé ve ark., 2002). Homoloji tabanl
yontemler DNA, RNA veya protein sekans verilerinin hizalanmasina dayanmaktadir. Bu
veriler biyolojik veri tabanlarindan kolayca elde edilebilmektedir. Niikleotid ve
proteinlerin sekanslari ve yapilarina GenBank (Garg ve ark., 2019), European Nucleotide
Archive (ENA) (Brooksbank ve ark., 2014), National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (Geer ve ark., 2010) gibi kamuya acgik veri tabanlarindan

ulasilmaktadir.

2.4.6. Gen ontolojisi (GO)

Protein ve RNA gibi gen iiriinleri, biyolojik kavramlarin kapsamli olarak

anlagilabilmesi icin tutarli bir sekilde tanimlanmalidir. Diferansiyel olarak eksprese



23

edildigi tespit edilen bu genlerin fonksiyonel anotasyonlar1 yapilmalidir. Boylece veri
daha anlamli hale gelmektedir (Harris ve ark., 2004). GO konsorsiyumu bu ihtiyaci
karsilamak i¢in Drosophila Melanogaster, Mus musculus ve Saccharomyces cerevisiae
olmak tizere lic model organizmanin genom ¢alismalarina odaklanarak, 1998 yilinda gen
ontoloji bilgi tabani olusturulmustur. Giinlimiizde de gelistirilmeye devam etmektedir.
Gen ontoloji analizleri, gen ve gen tirlinlerinin bir organizma i¢inde veya organizmalar
arasinda en kapsayici siniflandirilmasini ve tanimlanmasini saglamaktadir (Ye ve ark.,
2018).

GO gen fonksiyonu icin Ui ana baslikta incelemektedir: genin kullanim
fonksiyonunu belirten biyolojik proses (BP), bir gen iiriiniiniin molekiiler seviyede
aktivitesini belirten molekiiler fonksiyon (MF), gen iirlinliniin lokasyonunu bildiren
hiicresel bilesen (CC) olarak ayrilmistir (Du Plessis ve ark., 2011; Harris ve ark., 2004).

Gilintimiizde gen ontoloji standartlarini gelistirmekte ve siirdiirmekte, bunun igin

araglar tiretme ¢abasindadir (Blake ve ark., 2015; Ye ve ark., 2018).

2.4.7. KEGG yolak analizi

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa ve Goto, 2000)
veri taban1 1995 yilinda gelistirilmistir. Icerisinde cesitli veri tabanlari bulunmaktadir
(Sekil 5.). GENES ve PATHWAY veri tabanlarinda bulanan fonksiyonel bilgi ile
calisilan veri arasinda baglantilar kurulmaktadir (Sekil 5). Genlerin ve proteinlerin
molekiiler fonksiyonlari ortolog gruplarla iliskilendirilmektedir. Ornekler arasinda farkli
seviyelerde ifade edilen genlerle hangi metabolik yollarin iliskili oldugunu, hangi
yolaklar1 kullandigin1 belirlemek amaci ile bu analiz yapilmaktadir. Bu sayede molekiiler
diizeyde islevsel olarak genomu daha iyi anlagilmasini saglamaktadir (Kanehisa ve ark.,
2016).

Her bir GO ID’de gen numarasinin bulunmasi i¢in zenginlestirme analizi
(enrichment analysis) ve gen ekspresyon analizi ile birlikte DAG yapisi olusturulup
siralanmasi gerekmektedir (Ye ve ark., 2018). Zenginlestirme analizinin amaci, hangi GO
terimlerinin fazla veya az temsil edildigini bulmak i¢in gen setinin ek agiklamalarini
kullanmaktir. Bir gen veya protein listesinin, belirli bir biyolojik siire¢, fonksiyonel
kategori veya yola gore anlamli bir sekilde zenginlestirilip zenginlestirilmedigini
degerlendirmek i¢in kullanilan bir istatistiksel yontemdir. Bu analiz, transkriptomik veri

setlerinin biyolojik anlamlarim1 anlamak i¢in yaygin olarak kullanilir. DAVID,
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agriGO2.0, BiNGO, g:Profiler, Gorilla gibi baz1 araclar bu analizi yapmaktadir (Peng ve

ark., 2019: Ye ve ark., 2018).

Category  Database
KEGG PATHWAY

Systems e G BRITE
information

KEGG MODULE

KEGG ORTHOLOGY (KO)
Genomic

information KEGG GENES
KEGG GENOME
KEGG COMPOUND
KEGG GLYCAN

Chemical

information KEGG REACTION
KEGG RCLASS
KEGG ENZYME
KEGG NETWORK
KEGG VARIANT

Health

information KEGG DISEASE

KEGG DRUG
KEGG DGROUP

Content

KEGG pathway maps

BRITE hierarchies and tables

KEGG modules and reaction modules

Functional orthologs

Genes and proteins

KEGG organisms and viruses

Metabolites and other chemical substances
Glycans

Biochemical reactions
Reaction class

¥ #¢9 ¢;:

Enzyme nomenclature
Disease-related network variations
Human gene variants

Human diseases

Drugs
Drug groups

T

Sekil 5. KEGG bulunan 16 veritabani gosterilmistir (https://www.genome.jp/kegg/keggla.html)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kavun Bitkisinin Yetistirilmesi, Stres Uygulamasi ve Total RNA izolasyonu

Calismada kullanilan kavun genotipi Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri boliimiinden temin edilmis olup kavun genotipinin farkli abiyotik stres
kosullarina tolerant oldugu bildirilmistir. Kavun 6rnekleri ¢imlendikten sonra, biiyilitme
kabininde 30 °C giin, 20 °C gece sicakliginda 12 saatlik 1s1klanma periyodunda %60 nem
kosullarinda biiyiitiilmiis olup, gergek ii¢ yaprak asamasinda stres grubu bitkilere 45 °C
giin, 35 °C gece sicakliginda 12 saatlik 1s1klanma kosullarinda sicaklik stresi ii¢ giin
uygulanmis ve stres uygulanan 6rneklerden ve kontrol grubu kavun orneklerinden, {ig
biyolojik tekerriir ve iki teknik tekrar olacak bicimde drnekler toplanmis ve ivedilikle
RNA izolasyonuna gecilmistir. RNA izolasyonu Quick-RNA Plant Miniprep kiti ile
yapilmistir. Protokol asagida verilmistir.

[zolasyon Tampon Hazirlig1

1. RNA Wash Buffer (konsantre) icerisine, kullanim i¢in hazirlik yaparken 96 ml %100
etanol (veya 104 ml %95 etanol) eklenmis. Daha sonra

e (Oda sicakliginda tiim adimlar1 gergeklestirin ve 10,000-16,000 x ¢
kuvvetle 30 saniye boyunca santrifiij yapilmustir.)

2. 150 mg’a kadar kavun yaprak dokusunu ZR BashingBead Lysis Tubene aktarilmig
ve lizerine 800 pl RNA Lysis Buffer eklenmistir..

3. Ornekler pargalanmustir.

4. Doku kalintilarin1 ayirmak i¢in tiipii 1 dakika santrifiij edilmistir.

5. Elde edilen berrak iist s1viy1 (supernatant) bir Zymo-Spin™ IIICG tiiriine aktarilmistir
ve santrifllj yapilmigtir.

6. Akiskana hacmi kadar %95-100 etanol eklenmis.

7. Karisimi bir Zymo-Spin™ [ICR Siitunu santrifiij yapilmis. Bu sefer, akiskan kismi
atilmastir.

8. RNA Prep Buffer 400 pl filtreye eklenmis ve santriflij yapilmigtir.

9. RNA Wash Buffer 700 pl filtreye eklenmis ve santrifiij yapilmistir.

10. Tekrar 400 ul RNA Wash Buffer eklenmis ve siitunu 1 dakika santrifiij yaparak kalan
tamponlar1 tamamen temizlenmistir. Ardindan siitunu niikleaz icermeyen bir tiipe

aktarilmustir.
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11. Kolon matriksine dogrudan 50 pl DNase/RNase Free Water eklenmis ve santrifiij

yapilarak iglem tamamlanmistir.

3.2. RNA Kalite Ol¢iimii

Izolasyonun kalitesi RIN degerine bakilarak belirlenmistir. RNA’larin kalitesi
Agilent 2100 Bioanalyzer yardimiyla olgiilmiis 6rneklerin RIN degerleri 6-8 arasinda
oldugu tespit edilmis olup bu degerler RNA-Seq analizleri i¢in uygun oldugu tespit
edilmistir. RNA-Seq calismalri i¢in O6rnekler yurtdisindan sekanslama hizmeti alinmak

tizere gonderilmis ham sekans verileri tez kapsaminda analiz edilmistir.

3.3. RNA Sekanslama Analizi

RNA-Seq hizmeti BMK-gene firmasindan alinmistir. Total RNA &rnekleri
illumina kisa okuma platformu ile ¢ift yonden sekanslanmistir. Total RNA 6rneklerinden
rRNA firma tarafinda uzaklastiritlmis daha sonra boyut seleksiyonu gergeklestirilerek
mRNA'larin spesifik fragment araliklarina sahip olabilmesi ig¢in fragmantasyona tabi
tutulmustur. Fragmantasyon prosesi ile elde edilen mRNA fragmanlari, cDNA
kiitiiphanelerini olusturmak i¢in kullanilmistir. Sekanslama sonucunda 150 baz cifti

biiytikliigiinde okumalar elde edilmistir

3.4. Biyoinformatik Analiz

Biyoinformatik araglarla ilerleyen analizlerin gergeklestirilebilmesi igin Galaxy
(https://usegalaxy.eu/) platformu kullanilmistir. Ham veriler fastasanger.gz
formatindadir. Veri sikistirilmis halde oldugu icin Convert compressed file to
uncompressed v1.0 programi kullanilarak agik hale getirilmistir. FASTQ splitter
programi (Blankenberg ve ark., 2010) v1.1.5 kullanilarak veri forward reverse olarak

ayrilmistir. Boylece 3 kontrol, 4 deney grubu analize hazir hale getirilmistir.

3.5. Dizilerin Filtrelenmesi

Dizileme sonrast kalite kontroliiniin yapilmasi i¢in FastQC (Andrews ve Simon.,

2010) v0.74 programi kullanilmistir. Tiim ham veriler filtrelenmis ve ¢esitli raporlar elde
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edilmistir. Ham veri trimlenmis halde oldugu i¢in trimleme programlarma ihtiyag

duyulmamustir.

3.6. Referans Genoma Haritalanmasi

Elde edilen temiz okumalar kavun (Cucumis melo) genomuyla eslenmistir. NCBI
veri tabani kullanilarak kavunun genom bilgisine erisim saglanmistir. Sekans1 genoma
haritalamak i¢in HISAT (Kim ve ark., 2015) v2.2.1 programi kullanilmistir. BAM

formatinda ¢iktilar vermistir.

3.7. Gen Ekspresyon Analizi

Referans genomuna eslenen temiz okumalarin gen ekspresyon diizeyini
belirlemek i¢in Kallisto quant (Bray ve ark., 2016) v0.48.0 programi kullanilmistir.
Program ile RNA-Seq verilerinde bulunan genlerin ekspresyon seviyeleri, sekans bollugu
ve izoform genlerin ekspresyon seviyeleri hesaplanmistir. Bu program okumalarin
hedeflerle uyumlulugunu hizli bir sekilde belirlemek i¢in pseudo- hizalama temeline
dayanarak caligmaktadir. Kullanilan paket program ile numuneler arasindaki

korelasyonun belirlenmistir.

3.8. Diferansiyel Eksprese Genlerin (DEG) Tanimlanmasi

Ornekler arasinda farkli seviyelerde ifade edilen genlerin belirlenmesi ve bu
genlerin ifade diizeyinin analiz edilmesi amaciyla DEseq2 (Love ve ark., 2014)
v2.11.40.8 programi kullanilmistir. Bu program ile tiim Orneklere ait genlerin ifade
diizeyi, ornekler arasindaki ifade diizeylerindeki farkliliklar ve izoform gen ifade
diizeylerindeki farkliliklar hesaplanmistir.

Annotate DESeq2\DEXSeq output tables v1.1.0 kullanilarak DESeq2 ¢iktilart
islenebilir hale getirilmistir. Sort v.1.2.0 programi kullanilarak genler log2FC degerine
gbre artandan azalana gore siralandirilmistir. EkSpresyonu degisen genlerin log2FC
degeri 3 iistii ve -3 altinda bulunan sonuglardan ayr1 dosya olusturulmustur.
Ekspresyonu negatif ve pozitif yonde degistigi tespit edilen genlerin ID alinmustir.

Cucumis melo protein sekansi ile karsilagtirilarak bu genlere karsilik gelen protein

sekanslarindan olusan FASTA formatinda dosya olusturulmustur. Bu sekilde artan ve
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azalan genlerin ID yardimi ile protein sekanslarindan olusan iki adet FASTA dosya

olusturulmustur.

3.9. Veri Tabani Olusturma

NCBI veri tabanindan Cucumis melo ait FASTA formatinda bulunan tiim protein
dizisi indirilmistir. Galaxy platformunda bulunan NCBI BLAST-+makeblastdb (Cock ve
ark., 2015) v2.14.1 programi kullanilarak veri tabanmi olusturulmustur. NCBI
BLAST+blastp (Camacho ve ark., 2009) v2.14.1 programi kullanilarak artan, azalan
genlerin bir 6nceki asamada hazirlanan FASTA formatindaki dosyalar1 kullanarak ayri
ayr1 blast yapilmistir.

Artan ve azalan genlerin blast sonuglar1 ayr1 ayr1 her bir gen i¢in e degeri sifira en
yakin olan sonug segilerek filtrelenmistir. Bu sonuglar OmicBox plarformunda GO ve

KEGG analizine tabi tutulmustur.

3.10. Gen Ontoloji Analizi

Kiitiiphaneler arasinda farkli diizeylerde ifade edilen genlerin yer aldig1 biyolojik
stirec, hiicresel bilesen ve molekiiler fonksiyon hakkinda bilgi edinmek amaciyla gen
ontoloji analizleri yapilmistir. Analiz sonucunda farkli ifade diizeyine sahip genler
fonksiyonlarina gore gruplandirilmistir. KOBAS 2.0 (Xie ve ark., 2011) programi

kullanilmistir

3.11. Genlerin Metabolik Yol Analizi (KEGG analizi)

Ornekler arasinda farkl1 seviyelerde ifade edilen genlerle hangi metabolik yollarin

iligkili oldugunu belirlemek i¢cin KOBAS 2.0 (Xie ve ark., 2011) programi kullanilmistir.



29

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bir bitkinin abiyotik strese karsi verdigi yanitin arastirilmasi ve veri analizin
gerceklestirilmesi bilimsel agidan olduk¢a 6nemlidir. Kavun bitkisinin sicaklik stresine
karst verdigi cevabin transkriptom analizi ilk kez bu tez c¢alismasi kapsaminda
gerceklestirilmistir. Bu calisma, sicaklik stresine karsi kavun bitkisinin transkriptomik
cevabini incelemek amaciyla yapilmistir ve toplamda 7 kavun ornegi kullanilmistir.
Calismada stres ve kontrol grup olmak tizere iki 6rnek grubu; 3 kontrol ve 4 deney grubu
Olusturulmustur.

Ham RNA-seq verileri Galaxy biyoinformatik platformu igerisinde bulunan
araglar kullanilarak analizler gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda sicaklik

stresine cevapta gorev alan genler setleri belirlenmistir.
4.1. Dizinin Degerlendirilmesi

Ham veri biiytikliikleri ortalama 4 ila 6 Gb arasinda degiskenlik gostermistir. Ham
veri trimlenmis halde gelmistir. Trimlenme asamasinin gergeklestiginden emin olmak ve

diger kalite kontrol sartlarini incelemek amaci ile FastQC araci kullanilmistir.

Cizelge 4. FastQC arac1 kalite sonuglart

Ornek Okuma Q30 % GC

ad1 uzunlugu

C1 150 %95,2 46
Cc2 150 %92,4 45
C3 150 %90,6 44
T1 150 %91,4 46
T2 150 %97,2 45
T3 150 %93,9 45
T4 150 %96,2 44

FASTQC yapilan kalite kontrolii sonuglarinda verinin analiz i¢in yeterli diizeyde
oldugu tespit edilmistir.

Kalite kontrolii yapildiktan sonra veriler HISAT2 programi kullanilarak
haritalanmistir. Programin kendi veri tabaninda bulunan kavun referans genomu ile
calismada elde edilen veri karsilastirilmistir. Haritalama sonucunda BAM formatinda bir

¢ikt1 elde edilmistir. Haritalanan okuma miktar1 %88-92 arasinda bulunmustur. Kallisto
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quant programi kullanilarak haritalanan veri saydirilmistir. Sayma islemi sonucunda

36.030 gen modeli tespit edilmistir.

4.2. Diferansiyel ifade Analizi Sonuglar:

Kontrol ve deney gruplar1 arasindaki diferansiyel olarak ifade edilen genleri tespit

etmek i¢in Deseq2 araci kullanilmis, karsilastirma sonuglari ve tespit edilen genlere ait

DE result dosyasindaki veriler Cizelge 5 ve Cizelge 6°da tablo olarak gosterilmistir. Bu

veriler her bir gene 6zel olarak logaritmik kat degisikligi (log2FC), P-Degeri, standart

hata gibi istatistiksel degerleri de barindirmaktadir.

Cizelge 5. Deseq2 programi ifadesi artan yonde olan genler

Gene ID Base mean log2(FC) StdErr Wald-Stats
MELO3C023903 151.648269033204 10.0313053559294 2.61557032170886 3.83522678502312
MELO3C025027 43.5825272100692 9.44438873067349 3.67978946145651 2.56655681788253
MELO3C000260 43.5663073672402 8.95492435799467 3.6797721009648 2.43355406592891
MELO3C026657 15.8895559438334 7.98083422131473 3.68285264392282 2.16702512778624
MELO3C001488 93.9277595641271 7.8565371571041 3.57258072474035 2.1991209611296
MELO3C005540 154.077599122871 7.74781817567762 1.94420317614144 3.98508667754279
MELO3C021987 24.6011462198226 7.4890380323263 2.14105787814818 3.49782138482106
MELO3C001496 9.19528169026819 7.21863548354555 1.54516587224836 4.67175441368102
MELO3C000991 9.14584072134254 7.20788449811115 2.4045837139447 2.99756022479529
MELO3C018536 70.2045846561329 7.19285962531953 3.21020762266684 2.24062131512358
MELO3C011620 84.4361463413534 7.1805788124386 2.05976549338353 3.48611472301307
MELO3C021150 33.7658268576957 6.92185691208057 2.13320173460427 3.24482059047483
MELO3C000668 47.088713950514 6.8043857271718 1.94197507768515 3.50384812110086
MELO3C000941 6.31698327559943 6.68782303616257 1.98371901892814 3.37135600977209

Cizelge 6. Deseq2 programi ifadesi azalan yonde olan genler
Gene ID Base mean log2(FC) StdErr Wald-Stats
MELO3C015515 249.325909345295 -8.02166716346078  1.61811725041138 -4.95740785250351
MELO3C010312 224.413856349688 -7.05427270030884  2.64155819901295 -2.67049679350042
MELO3C011610 48.5473644886192 -7.05175988491391  2.04662392719014 -3.44555723756999
MELO3C011302 10.5962054056828 -6.50664437896196  3.63309123790911 -1.79093888726742
MELO3C024163 351.662744234641 -6.0855829375367  1.73399580589658 -3.50957188987553
MELO3C024356 101.233795432442 -5.68513696326913  1.63213047856094 -3.48326131883878
MELO3C002128 105.59713483249 -5.64194873702209  1.75334975895094 -3.21781133981948
MELO3C002961 30.4321121720887 -5.63994188572304  1.89178068696968 -2.98128737890717
MELO3C000087 17.7876591917917 -5.63482031236721  1.68396025435618 -3.34617179817082
MELO3C026601 18.6360271853278 -5.58515469395068  3.48779472891379 -1.60134271883887
MELO3C018785 90.7969692946179 -5.58483241230799  1.87057006724802 -2.98563123087091
MELO3C024490 23.8562913704895 -5.55125643313693  1.70396805999113 -3.25784066232194
MELO3C019689 165.911129474842 -5.48995529055332  1.85361444683806 -2.96175685289797
MELO3C014160 31.3882549072936 -5.38296549673834  1.80396005754823 -2.98397155425622
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A B

Sample-to-sample distances

C3 Kallisto quant on data 7 and data 6: Abundances (tabular)

C1 Kallisto quant on data 3 and data 2 Abundances (tabular)
B C2 Kallisto quant on data 5 and data 4: Abundances (tabular)

T1 Kaliisto quant on data 9 and data 8 Abundances (tabular)
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Sekil 6. Deseq?2 aracinin iki boyutlu PCA analizini gostermektedir. PCA analizi, gen ekspresyon
verilerinde varyansim en yiiksek oldugu iki bilesen boyunca 6rnekleri konumlandirir (A). Grafikte, gen
ekspresyonu profillerine dayal1 olarak drnekler arasindaki mesafeleri gorsellestirmektedir. Renk skalast,
ornekler arasindaki benzerlik ve farkliliklar1 temsil eder; agik mavi tonlar 6rnekler arasindaki kiigiik
mesafeleri (benzer gen ekspresyonu), koyu mavi tonlar ise biiyiik mesafeleri (farkli gen ekspresyonu)
gostermektedir (B).

Sekil 6-A’da oOrneklerin birbirlerine olan benzerliklerini veya farkliliklarini
gorsellestirmistir. PC1, varyansin %55 ini, PC2, varyansin %24'iinii a¢iklamaktadir. Bu
iki bilesen toplamda veri setindeki varyansin %79’unu agiklamaktadir, yani gen
ekspresyonundaki en onemli farkliliklar bu iki bilesenle yakalanmaktadir. Grafikte
kirmiz1 noktalar kontrol grubunu (C), mavi noktalar ise sicaklik stresine maruz kalan
grubu (T) temsil etmektedir. Sicaklik stresine maruz kalan ornekler (T) ve kontrol
ornekleri (C) farkli kiimeler halinde ayrigmis durumdadir. Ozellikle PC1 boyunca gruplar
birbirinden belirgin sekilde ayrilmistir. Bu, sicaklik stresine maruz kalan 6rneklerin gen
ekspresyon profillerinde kontrol grubuna goére o©nemli farklhiliklar oldugunu
gostermektedir. T grubu Ornekleri birbirine daha yakinken, C grubu 6rneklerinin daha
daginik oldugu goriilmektedir. Bu stres uygulanan orneklerde gen ekspresyonun daha
tutarli oldugunu, kontrol grubunda ise daha fazla varyasyon oldugunu diisiindiirmektedir.
Sonug olarak, PCA analizi, sicaklik stresinin Cucumis melo'daki gen ekspresyonuna

onemli bir etkisi oldugunu ve stres uygulanan orneklerin gen ekspresyon profillerinin

kontrol grubuna gore oldukea farklilastigini gostermektedir.

T3 Kallisto quant on data 13 and data 12: Abundances (tabular)

T2 Kallisto quant on data 11 and data 10: Abundances (tabular)

T4 Kalkssto quant on data 19 and data 18: Abundances (tabular)
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Sekil 6-B’de goriildiigii tizere, C1 ve C2 kontrol grubu 6rnekleri, gen ekspresyonu
acisindan birbirine yakin konumlanmistir. Bu, ayn1 kosullarda yapilan tekrarlarin tutarh
oldugunu ve deneyin biyolojik tekrarlanabilirligini gostermektedir. Sicaklik stresi
uygulanan 6rnekler arasinda T1 ve T2 de birbirine yakin kiimelenmistir. Bu durum, bu
orneklerin benzer bir biyolojik tepki verdigini gostermektedir. Ancak, T3 6rnegi diger
stres Orneklerinden daha uzak bir konumda yer almis, bu durum 6rnekte daha farkl bir
gen ekspresyonu yanit1 olduguna isaret etmektedir. Stres altindaki bazi 6rnekler (T3 ve
C3) gen ekspresyon profilleri agisindan digerlerinden uzaklasmistir, bu da farkli biyolojik
tepkiler veya deneysel varyasyonlarin etkili olabilecegini gostermektedir. Sonug olarak,
orneklerin gruplar arasinda tutarli bir sekilde kiimelenmesi, deneysel tekrarlamalarin
basarili oldugunu ve sicaklik stresinin gen ekspresyonu iizerindeki etkisinin 6rneklere

gore degiskenlik gosterdigini ortaya koymaktadir.

Histogram of p-values for FactorName: Tvs C
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Sekil 7. Grafikte, T (sicaklik stresi) ve C (kontrol) gruplari arasinda yapilan diferansiyel gen
ekspresyonu analizinde elde edilen p-degerlerinin dagilimini1 géstermektedir.

Sekil 7°de gosterilen histogram, T (sicaklik stresi) ve C (kontrol) gruplar arasinda
diferansiyel ekspresyon gosteren genlerin sayisinin p-degerine gore dagilimini temsil
etmektedir. Grafikte p-degeri diisiik olan (0'a yakin) genlerin varligi, bu genlerin sicaklik
stresi altinda farklilik gdsterdigini, potansiyel olarak anlamli diferansiyel ekspresyon
gosteren genlerin varligini isaret etmekte ve daha detayli analiz edilmesi gerektigini

ortaya koymaktadir.
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MA-plot for FactorName: T vs C
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Sekil 8.Bu grafik, T (sicaklik stresi) ve C (kontrol) gruplar: arasinda diferansiyel gen ekspresyonunu
gostermektedir. Her bir nokta bir geni temsil eder ve genlerin logaritmik katlanma degisimi (log fold
change) ile normalize edilmis ortalama gen sayilari karsilastirilmistir.

Sekil 8’de X ekseni normalize edilmis ortalama gen sayilarini géstermektedir.
Ayrica her bir genin ortalama ekspresyon seviyeleri gosterilmistir. Genler, diisiikten
yiiksege dogru normalize edilmis gen sayilari ile siralanmistir. Y ekseni ise LogFC T ve
C gruplan arasindaki ekspresyon farklarimi logaritmik Olcekte gostermektedir. Sifira
yakin degerler iki grup arasinda anlamli degisim olmadigini gostermektedir. Pozitif
degerler, genin sicaklik stresi altinda yukari regiile oldugunu, yani T grubunda daha
yuksek ekspresyon gosterdigini belirtmektedir. Negatif degerler, genin sicaklik stresi
altinda asag1 regiile oldugunu, yani T grubunda daha diisiik ekspresyon gdsterdigini ifade
etmektedir. Grafigin iist tarafta yer alan noktalar, sicaklik stresine maruz kaldiginda
yuksek ekspresyon gosteren genleri, alt tarafta yer alan noktalar ise, sicaklik stresine
maruz kaldiginda diisiik ekspresyon gosteren genleri temsil etmektedir. Bu genler,
sicaklik stresine yanit olarak diferansiyel ekspresyon sergileyen potansiyel aday genler

olarak degerlendirilmeye uygundur.



34

DEG

AZALAN GEN SAYISI - 134

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Sekil 9. Diferansiyel olarak ifade olan genlerin sayisi

Deseq2 programi sonucunda toplam 26.977 genin diferansiyel olarak eksprese
oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen 9.559 genin ekspresyonunun azaldigi, 17.418 genin
ekspresyonunun arttigi bulunmustur. Tanimlanan bu genler artan genler i¢in log2FC> 3,
azalan genler icin log2FC< -3 6l¢iileri arasinda filtrelenmistir. Filtrelemekte amag gen
ifade diizeyi en fazla degisen genlerin segilerek calismanin dogrulugu arttirmaktir. Bunun

sonucunda ifade diizeyi artan 788 gen, ifade diizeyi azalan 134 gen oldugu belirlenmistir.
4.3. Veri Tabam Olusturma

NCBI veri tabanindan kavuna ait tiim genom protein verisi FASTA formatinda
indirilmistir. Indirilen dosya NCBI BLAST+makeblastdb kullanarak veri tabani haline
getirilmis ve ifade seviyesi arttig1 ve azaldig: tespit edilen genler ile ayr1 ayri NCBI
BLAST+blastp yapilmigtir. BLAST sonucunda her gen i¢in birden fazla izoform atamasi
yapildig1 i¢in en iyi BLAST sonucunu e degeri sifira en yakin olan segilerek

belirlenmistir.
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Cizelge 7. MELO3C022507P1 geni blast sonucunda 11 adet izoform tespit edilmistir. E degeri bakilarak
kalin harflerle belirtilen sonucun en dogru sonug oldugu gézlenmistir. Belirlenen gen segilerek analize

devam edilmistir.

GEN ID E degeri Tanim

MELO3C022507 0 XP_008460132.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 10
MELO3C022507 2.40E-94 XP_008462050.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 2
MELO3C022507 8.10E-94 XP_008463001.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 1
MELO3C022507 3.53E-47 XP_008466329.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 14
MELO3C022507 3.56E-43 XP_016902091.2 fasciclin-like arabinogalactan protein 4
MELO3C022507 1.06E-37 XP_008445580.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 14
MELO3C022507 3.03E-24 XP_008449190.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 1
MELO3C022507 2.8E-21 XP_008455511.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 7
MELO3C022507 8.79E-21 XP_016900740.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 11
MELO3C022507 5.85E-16 XP_008463798.2 fasciclin-like arabinogalactan protein 12
MELO3C022507 6.87E-16 XP_008455488.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 6
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Cizelge 8. Ifade diizeyi azalan 50 gen ve tanimlar1 verilmistir

Gen ID log2(FC) Tamm

MELO3C015515 -8.02166716346078 XP_008453001.1 germin-like protein 5-1

MELO3C010312  -7.05427270030884 XP_008445235.1 pEARLI1-like lipid transfer protein 1

MELO3C011610  -7.05175988491391 XP_008461433.2 uncharacterized protein LOC103500030

MELO3C011302 -6.50664437896196 XP_008457708.2 mavicyanin-like

MELO3C024163  -6.0855829375367 XP_008462124.1 uncharacterized protein LOC103500553

MELO3C024356  -5.68513696326913 XP_008439536.1 germin-like protein 8-2

MELO3C002128  -5.64194873702209 XP_008463807.1 thaumatin-like protein

MELO3C002961  -5.63994188572304 XP_050945981.1 chlorophyllase-1-like

MELO3C000087  -5.63482031236721 XP_050938450.1 axial regulator YABBY 4-like

MELO3C026601  -5.58515469395068 XP_008466485.1 gibberellin-regulated protein 1-like

MELO3C018785  -5.58483241230799 NP_001284442.1 xyloglucan endotransglucosylase/
hydrolase protein 22-like precursor

MELO3C024490  -5.55125643313693 XP_008448382.1 histone H2B

MELO3C019689  -5.48995529055332 XP_008456355.1 protodermal factor 1-like

MELO3C014160  -5.38296549673834 XP_050941710.1 glycine-rich protein 5-like

MELO3C015618  -5.2212264247775 XP_008460480.2 non-specific lipid transfer protein GPI-
anchored 4-like

MELO3C012619  -5.19490862513045 XP_008447121.1 uncharacterized protein LOC103489644

MELO3C008666  -5.06029588132683 XP_008443761.1 GDSL esterase/lipase At5g33370

MELO3C012550  -5.03877922320615 XP_008447045.1 polyol transporter 5-like

MELO3C014104  -4.97836137448717 XP_016900598.2 arabinogalactan protein 1-like

MELO3C013686  -4.93214600947448 XP_008463901.1 histone H4

MELO3C021999  -4.90883157360629 XP_008459328.1 expansin-A5-like

MELO3C010393  -4.90835468042759 XP_008453433.2 uncharacterized protein LOC103494141

MELO3C015882  -4.81388529102925 XP_008461070.2 probable histone H2A variant 3

MELO3C026777  -4.81193755466088 XP_008464491.2 protein SIEVE ELEMENT OCCLUSION
B-like isoform X2

MELO3C000583  -4.77674891213278 XP_008445689.1 histone H3.2

MELO3C022433  -4.74100289356654 XP_008463531.1 dirigent protein 10

MELO3C023527  -4.73511891263837 XP_008445689.1 histone H3.2

MELO3C014317  -4.72276360281481 XP_008457544.1 histone H2A

MELO3C024579  -4.65444826554171 XP_050945036.1 transcription factor E2FA-like isoform X1

MELO3C021147  -4.61264379233207 XP_008437113.1 pEARLI1-like lipid transfer protein 1

MELO3C023528  -4.584108100573 XP_008445689.1 histone H3.2

MELO3C014504  -4.50739197454077 XP_008449582.1 uncharacterized protein LOC103491422

MELO3C004822  -4.46695987478266 XP_008462137.2 fatty acyl-CoA reductase 3-like

MELO3C012724  -4.46002243297365 XP_008447695.1 putative lipid-transfer protein DIR1

MELO3C004227  -4.42008063027651 XP_008454292.1 probable histone H2A.5

MELO3C014618  -4.41533453529495 XP_008445689.1 histone H3.2

MELO3C024161  -4.34429640606934 XP_008462124.1 uncharacterized protein LOC103500553

MELO3C014573  -4.32229369129628 XP_050941830.1 SUMO-conjugating enzyme UBC9-like
isoform X3

MELO3C000210  -4.2952798982637 XP_050937438.1 uncharacterized protein LOC103504439
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MELO3C023962  -4.2761249650413 XP_016902753.2 DNA damage-repair/toleration protein
DRT100-like

MELO3C006774  -4.21728497936419 XP_008457052.2 MLP-like protein 34

MELO3C023203  -4.19463055698761 XP_016898837.2 defensin J1-2-like

MELO3C020769  -4.1816045236935 XP_008448010.1 auxin-induced protein 15A-like

MELO3C015016  -4.0336655624893 XP_008465556.1 MLP-like protein 28

MELO3C013347  -4.0276405411161 NP_001380716.1 aquaporin PIP2-10

MELO3C018703  -3.99641555859532 XP_050935647.1 uncharacterized protein LOC103495689

MELO3C002863  -3.95954081023181 XP_008445767.1 patellin-4

MELO3C004868  -3.92036304912214 XP_008448382.1 histone H2B

MELO3C013953  -3.91981782684637 XP_008437110.1 pEARLI1-like lipid transfer protein 1

MELO3C011458  -3.90950349099833 XP_008445504.2 NCT transcriptional regulatory complex

subunit A

Sicaklik stresine maruz kalan kavun bitkisinde ekspresyon seviyesi azalan
genlerin basinda 8.02 kat azalisla “germin benzeri protein 5-1” gelmektedir. Devaminda
ise “pEARLI1 benzeri lipit transfer proteini 17 ekspresyonu 7.05 kat, “mavicyanin-
benzeri” ekspresyonu 6.5 kat azaldigi tespit edilmistir. Cok fazla sayida genin
ekspresyonu 5 kat seviyelerinde azalmistir. Bu genler igerisinde en ¢ok “germin-benzeri
protein 8-2” ekspresyonu 5.68 kat, “thaumatin-benzeri protein” ekspresyonu 5.64 kat,
“Eksenel diizenleyici YABBY 4-benzeri” ekspresyonu 5.63 kat, “gibberellin diizenlemeli
protein 1 benzeri” ekspresyonu 5.58 kat azalan genler dikkat ¢ekmistir.

Deseq2 programi sonucunda azalan yonde diferansiyel eksprese olan genlerin
sayist 134 olarak tespit edilmistir. ifade seviyesi dikkat ¢eken bazi genler baska
caligmalarda da tespit edilmistir. Ydriitiilen calismada “Germin benzeri protein 5.17
ekspresyon seviyesinin 8.2 kat ve “Germin benzeri protein 8.2” ekspresyon seviyesinin
5.6 kat sicaklik stresinde ifadesinin diistiigli tespit edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada
Arabidopsis bitkisine uygulanan su eksikligi, tuzluluk ve diigiik sicaklik stresine karsi
“germin benzeri protein” ifade seviyesinin bu ii¢ strese kars1 diistiigiinii bildirilmistir
(Bray ve ark., 2004). Yiiriitiilen ¢aligmada “giberellin diizenlenmis proteini 1 benzeri”
ifade diizeyi 5.5 kat azaldig: tespit edilmistir. Kisa ve uzun siinger kabaklar1 (Luffa
cylindrica) karsilastirmali transkriptom analizi sonucunda “giberellin diizenleme proteini
1 benzeri” ifadesinin, kisa stinger kabaginda diistiigli bildirilmistir (Qiao ve ark., 2022).
Yiiriitiilen calismada “ksiloglukan endotransglukozilaz” ekspresyon seviyesinin 5.5 kat
azaldig1 tespit edilmistir. Arabidopsis’in kuraklik stresine cevabi incelenmis ve
“ksiloglukan endotransglukozilaz” hafif ve siddetli kuraklik stresinde ekspresyonunun
azaldig1 bildirilmistir (Clauw ve ark., 2015). Yine baska bir ¢alismada Arabidopsis’e

uygulanan su eksikligi, tuzluluk ve diisiik sicaklik stresine karsi “ksiloglukan
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endotransglukozilaz” ifade seviyesinin diistiigli tespit edilmistir (Bray ve ark., 2004).
Yiiriitillen ¢aligmada “Dirigent protein 10 ifade seviyesinin sicaklik stresinde 4.7 kat
azaldig1 tespit edilmistir. Seker pancar1 (Beta vulgaris) yapraklarinin ve koklerinin tuz
stresine verdigi tepkiler incelendiginde ise “Dirigent protein 10” tuz stresi sonrasinda
koklerde ifade diizeyinin diistiigii tespit edilmistir (Li ve ark., 2020). Yiiriitiilen caligmada
“MLP benzeri protein 34” ifade seviyesinin sicaklik stresinde 4.2 kat azaldig1 tespit
edilmistir. Yer fistiginin yabani akrabasi (Arachis duranensis) kuraklik stresi altinda
koklerde “MLP benzeri protein 34” ifade diizeyi 5.8 kat diistiigii bildirilmistir (Carmo ve
ark., 2019). Yiritilen calismada “defensin J1-2-benzeri” ifade seviyesinin sicaklik
stresinde 4.1 kat azaldig1 tespit edilmistir. “Dusa” avokado bitkisi hafif ve siddetli su
stresine maruz birakildiginda her iki su stresi diizeyinde “defensin J1-2-benzeri” geninin
ifade seviyesinin diistiigii gézlenmistir. Hafif su stresinde 1.9 siddetli su stresinde ise 2
kat bu geninin ifade seviyesinin diistiigli bildirilmistir (Guillermo ve ark., 2021).
Yiiriitillen ¢alismada “oksin-indiiklenen protein 15A benzeri” ifade seviyesinin sicaklik
stresinde 4.1 kat azaldig1 tespit edilmistir. Quercus acutissima ve Quercus palustris mese
tiirleri bir ay boyunca kuraklik stresine maruz birakilmis son alt1 giin sulanmistir. Quercus
palustris tiiriiniin kontrol ve kuraklik stresine maruz kalmis gruplar karsilastirildiginda
“oksin-indiiklenen protein 15A-like” ifade seviyesinin strese maruz kalanda diistigi
bildirilmistir (Kim ve ark., 2024). Yiiriitiilen ¢calismada “MLP-benzeri protein 28 ifade
seviyesinin sicaklik stresinde 4 kat azaldigi tespit edilmistir. Reaumuria soongoricea
bitkisinin yapragi tuz stresine maruz birakilmistir. RNA dizileme sonucunda “MLP-like
protein 28 ifade diizeyinin 4 kat azaldig: bildirilmistir (Liu ve ark., 2023). Yiriitiilen
calismada “Patellin-4” ifade seviyesinin sicaklik stresinde 3.9 kat azaldigi tespit
edilmistir. Casuarina glauca bitkisinin fotosentetik organlarinin tuz stresinde
transkriptom analizi yapilmistir. Kontrol grubu ile 400 mM tuzla muamele edilmis grup
karsilastirildiginda “Patellin-4” proteinin ifade diizeyinin 5.1 kat azaldig1 bildirilmistir.
Ayni calismada “Histone H3.2” proteinin ifade seviyesinin de 3.9 kat azaldigi
bildirilmistir (Fernandes ve ark., 2022). Yiiriitiilen calismada ise “Histon H3.2” ifade
seviyesinin sicaklik stresinde 4.73 kat azaldig1 tespit edilmistir.

Genel anlamda tespit edilen DEG genleri literatiir incelendiginde ¢esitli abiyotik
strese yanit vermekte gorev aldigr gozlenmistir. Sonuclar diger ¢alisma sonuglar ile

uyumluluk gdstermistir.
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Cizelge 9. Ifade diizeyi artan 50 gen ve tanimlar1 verilmistir

GEN ID log2(FC) Tanimi

MELO3C023903 10.0313053559294 XP_050946895.1 cucumisin-like

MELO3C025027 9.44438873067349 XP_008463082.1 uncharacterized protein LOC103501317

MELO3C000260 8.95492435799467 XP_050936066.1 agamous-like MADS-box protein MADS3
isoform X3

MELO3C026657 7.98083422131473 XP_016903549.2 uncharacterized protein LOC103503496

MELO3C001488 7.8565371571041 XP_050935291.1 ABC transporter B family member 25,
mitochondrial

MELO3C005540 7.74781817567762 XP_008448867.1 14 kDa proline-rich protein DC2.15-like

MELO3C021987 7.4890380323263 XP_050938288.1 zinc-finger homeodomain protein 2
isoform X2

MELO3C018536 7.19285962531953 XP_008455064.2 pathogenesis-related protein PRB1-2

MELO3C011620 7.1805788124386 XP_008458115.1 seed lectin-like

MELO3C000668 6.8043857271718 XP_008455433.1 protein DETOXIFICATION 40-like

MELO3C014781 6.517028763.37648 XP_008449996.2 uncharacterized protein LOC103491712

MELO3C000757 6.47433771860717 XP_050946525.1 uncharacterized protein LOC127151151

MELO3C010391 6.46282144760294 XP_008444080.2 non-specific lipid-transfer protein 2-like

MELO3C013954 6.324161290555 XP_008437113.1 pEARLI1-like lipid transfer
protcalciumein 1

MELO3C015284 6.18558844398625 XP_008450595.2 uncharacterized protein LOC103492137
isoform X2

MELO3C015405 6.18558844398625 XP_050937271.1  probable  RNA-dependent  RNA
polymerase 3 isoform X2

MELO3C000631 6.18458663304463 XP_050944486.1 ABC transporter C family member 12-like
isoform X2

MELO3C002691 6.07174839834683 XP_008443694.1 agamous-like MADS-box protein MADS1

MELO3C012987 5.76300503311599 XP_008458717.1 uncharacterized protein LOC103498040

MELO3C016650 5.70032037159323 XP_008452496.2 uncharacterized protein LOC103493512
isoform X1

MELO3C027158 5.60803406022795 XP_050940270.1 protein LIGHT-DEPENDENT SHORT
HYPOCOTYLS 3-like

MELO3C019420 5.59496797474767 XP_008456036.1 DExH-box ATP-dependent RNA helicase
DEXxH7, chloroplastic isoform X1

MELO3C001150 5.48388664930631 XP_008438869.1 protein SRG1

MELO3C018057 5.48388664930631 XP_050944057.1 protein PELPK1-like

MELO3C012973 5.4156473005909 XP_050940310.1  homeobox-leucine  zipper  protein
GLABRA 2-like isoform X2

MELO3C023730 5.34682968356544 XP_008442271.1 uncharacterized protein LOC103486178

MELO3C027001 5.32493791350669 XP_008451048.1 cysteine proteinase inhibitor A-like

MELO3C012327 5.27743887275664 XP_008456626.2 nuclear pore complex protein NUP1-like

MELO3C000189 5.26418496050866 XP_050936922.1  cadmium/zinc-transporting ~ ATPase
HMAS3-like

MELO3C018700 5.2540634559504 XP_008455273.2 UDP-glycosyltransferase 74F2-like

MELO3C002315 5.21555680890422 XP_016899955.2 cytochrome P450 71AP13-like

MELO3C00239%4 5.15815386146725 XP_008440273.3 receptor-like protein EIX2

MELO3C012765 5.15261644116214 XP_050941236.1 uncharacterized protein LOC127149515

MELO3C015655 5.14883989096514 XP_050947607.1 callose synthase 5-like

MELO3C003884 5.14854129909125 XP_008439876.1 uncharacterized protein LOC103484532
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MELO3C010109 5.08890747911388 XP_050939376.1 LOW QUALITY PROTEIN:
uncharacterized protein LOC127148983

MELO3C018723 5.06962943395886 XP_008448236.2 protein LIGHT-DEPENDENT SHORT
HYPOCOTYLS 10-like

MELO3C016771 5.02166416065558 XP_008452576.2 uncharacterized acetyltransferase
At3g50280-like

MELO3C022636 4.98801709277234 XP_050937867.1 uncharacterized protein LOC103490375

MELO3C026300 4.98788445101369 XP_008464576.2 agamous-like MADS-box protein MADS2

MELO3C018699 4.9828644240583 XP_050938058.1 mogroside IE synthase-like

MELO3C003992 4.94610678631614 XP_008437473.2 ABC transporter A family member 7-like
isoform X1

MELO3C026184 4.92972357519842 XP_008464393.1 bidirectional sugar transporter SWEET10-
like

MELO3C008196 4.86870441924881 XP_050942769.1 chloride channel protein CLC-c isoform X2

MELO3C004062 4.86062961586383 XP_008451945.3 (R)-mandelonitrile lyase 1-like

MELO3C025677 4.84615762612053 XP_008463796.2 probable 2-oxoglutarate/Fe(Il)-dependent
dioxygenase isoform X3

MELO3C007860 4.83536622101375 XP_008440760.2 AAA-ATPase At2g18193-like

MELO3C007952 4.82409922718498 XP_008466513.1 putative F-box protein At1g65770 isoform
X2

MELO3C000906 4.82121981622114 XP_008454869.1 uncharacterized protein LOC103495178

MELO3C010259 4.81120862331869 XP_008443898.1 uncharacterized protein LOC103487380

Sicaklik stresine maruz kalan kavun bitkisinde ekspresyon seviyesi artan genlerin
basinda 10 kat artis ile “cucumisin-benzeri” gelmektedir. Devaminda ise ‘“agamous
benzeri MADS-box proteini MADS3 izoformu X3” ekspresyonu 8.9 kat, “ABC tastyici
B ailesi iiyesi 25, mitokondriyal” ekspresyonu 7.8 kat, “14 kDa prolin agisindan zengin
protein DC2.15 benzeri” ekspresyonu 7.7 kat, “¢inko-parmak homeodomain protein 2
izoformu X2 ekspresyonu 7.4 kat, “Patogenezle iligkili protein PRB1-2” ekspresyonu
7.1 kat, “tohum lektin benzeri” ekspresyonu 7.1 kat, “protein protein
DETOKSIFIKASYON 40- benzeri” 6.8 kat azaldig: tespit edilmistir.

Deseq2 programi sonucunda artan yonde diferansiyel eksprese olan genlerin
sayist 788 olarak tespit edilmistir. ifade seviyesi dikkat ¢eken bazi genler baska
calismalarda da tespit edilmistir. Yiriitillen calismada 10 kat arttigi tespit edilen
“cucumisin-benzeri” proteini, hiyarda (Cucumis sativus L.) selenyum aracili Cd stresine
karsi toleransi incelenen calismada tespit edilmistir (Sun ve ark., 2016). “ABC tasiyic1 B
ailesi tiyesi 25, mitokondriyal (ABCB25)” proteini, ekspresyonu 7.8 kat arttig1 tespit
edilmistir. Limonium tiirlerinde (Plumbaginaceae) oviil transkriptom analizi yapilan bir
calismada bu proteinin ekSpresyonu arttig1 bildirilmistir (Caperta ve ark., 2023). Bagska
bir ¢alismada kanola (Brassica napus) bitkisinde Cd duyarli ABC tasiyict genleri
tanimlanmistir. ABCB25 geninin ekspresyon seviyesinin Cd stresi altinda arttig1 tespit

edilmistir (Zhang ve ark., 2018). Meyan (Glycyrrhiza glabra L) bitkisine uygulanan metil
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jasmonat (MeJA) sonucunda ABCB25 geninin ekspresyonu arttig1 bildirilmistir (Devi ve
ark., 2024). Yiiriitillen calismada “Cinko parmak homeodomain proteini 2 izoformu”
ekspresyonu 7.4 kat artmistir. Kavun meyvesinin gelisiminde rol alan transkripsiyon
faktorlerinin diferansiyel ifadesi incelendigi calismada “Cinko parmak homeodomain
protein 2 izoform” tespit edilmistir (Nagashima ve ark., 2022). Kavun ile ayni ailede
bulunan karpuzda kuraklik adaptasyonunda gorevli aday genlerin belirlendigi ¢aligmada
“Cinko parmak homeodomain protein 2 izoform™ tespiti bildirilmistir (Mahmoud ve ark.,
2023). Yiiriitiilen ¢calismada “patojenle iliskili protein PRB1-2” ifadesi 7.19 kat artmistir.
Kis kavunu tiirii olan Cheieh-Qua kavunu fusarik asit stresine maruz birakilmistir.
Arastirma sonucunda “PRB1-2” proteinin ekspresyonun 2.73 kat bildirilmistir (Wang ve
ark., 2021). Yiiriitilen ¢alismada “SRG1” 5.4 kat artmistir. Mercimek (Lens culinaris
Medikus) fidesi kuraklik stresine maruz birakilmistir. “SRG1” proteini kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ifade seviyesinin arttigi bildirilmistir (Singh ve ark., 2017). Hiyarda
yapilan ¢aligmada ise “SRG1” proteini tuz-alkali stresi altinda, D1909 (tolerant) gesitinde
ifade seviyesinin 11 kat arttig1 bildirilmistir (Zhang ve ark., 2024). Yiiriitiilen caligmada
MADS?2 4.9 kat, MADS3 geni 8.9 kat arttig1 tespit edilmistir. Koyun otu ¢esitli abiyotik
streslere maruz birakilmistir. MADS2 geninin soguk stresine karsi ifade seviyesi
artmistir. MADS3 geninin ise ABA uygulanmasinda 12. saatte ve mannitol stresinde ise
4. saatte ifade seviyesinin arttig1 bildirilmistir (Jia ve ark., 2018). Sert bugday yiiksek
sicaklik stresine maruz birakilmistir. Sonu incelendiginde MADS box ailesinin ifade
seviyesi arttig1 bildirilmistir (Vicente ve ark., 2019). Yiriitiilen calismada 4.9 kat artti1
tespit edilmistir. Seker kamis1 viriisiine enfeksiyonuna yanitinda misir bitkisinin B73
(duyarl1) hattinda “ABC tasiyic1 A aile liyesi 7-benzeri” geninin ifade seviyesinin 3.7 kat
artt1ig1 bildirilmistir (Rodriguez-Goémez ve ark., 2022).

Genel anlamda tespit edilen DEG genleri literatiir incelendiginde ¢esitli abiyotik
strese yanit vermekte gorev aldigr gozlenmistir. Sonuclar diger ¢alisma sonuglar ile

uyumluluk gostermistir.
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4.4. Gen Ontoloji Sonuglar:

DEG'lerin kapsamli bir sekilde anlasilmasini saglamak i¢in gen ontolojisi (GO)
ve Kyoto gen ve genom ansiklopedisi (KEGG) bazli fonksiyonel zenginlestirme
gerceklestirilmistir. Kavunda sicaklik stresiyle ilgili GO terimleri Omixbox kullanilarak
tanimlanmistir. GO atamalarina goére DEG'ler {i¢ ana kategoriye ayrilmistir. Bunlar;

biyolojik proses, molekiiler fonksiyon Ve hiicresel bilesendir.
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Sekil 10. Gen ontoloji analizinin biyolojik siire¢ (BP) sonuglari. Ekspresyonu pozitif yonde
diizenlenen genlerin gen ontoloji sonuglari (A). Ekspresyonu negatif yonde diizenlenen genlerin gen
ontoloji biyolojik proses sonuglari (B).

Ifade seviyesi artan genlerin GO analizi yapilmis ve biyolojik proses (BP) alt
bagliklar1 elde edilmistir. GO sonucunda 6 alt baslik tespit edilmistir. “Fotosentez”
basliginda 66 gen, “oksidasyon rediiksiyon islemi” bashiginda 77 gen, “fotosentez 11k
reaksiyonu” baslhiginda 33 gen, “peptidaz aktivitesinin diizenlenmesi” basliginda 11 gen,
“hidrolaz aktivitesinin negatif diizenlemesi” bashiginda 9 gen ve “protein islemenin
diizenlenmesi” basliginda 12 genin gruplandigi bulunmustur (Sekil 10.).

Ifade seviyesi azalan genlerin GO analizi yapilmis ve biyolojik proses (BP) alt
basliklar1 elde edilmistir. GO sonucunda 9 alt baslik tespit edilmistir. “Translasyon”
bashiginda 14 gen, “gen ekspresyonu” basliginda 63 gen, “hiicresel makromolekiil
biyosentetik siireci” bagliginda 88 gen, “makromolekiil biyosentetik siireci” basliginda
100 gen, “hiicresel biyosentetik siire¢” basliginda 54 gen, “riboniikleoprotein kompleksi

biyogenezi” bashiginda 21 gen, “polisakkarit lokalizasyonu” basligi 30 gen, “kalloz
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lokalizasyonu™ baglig1 7 gen ve “kalloz birikmesiyle savunma yanit1” bagliginda 8 genin

gruplandigi bulunmustur (Sekil 10).

MF
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Sekil 11. Gen ontoloji analizinin ekspresyonu artan genlerin molekiiler fonksiyon (MF) sonucu

Molekiiler fonksiyon (MF) sonuglarinda 6 alt baslik elde edilmistir. GO analiz
sonucunda “inositol-1,3,4-trisfosfat 6-kinaz aktivitesi” bashiginda 55 gen, “peptidaz
diizenleyici aktivite” basliginda 44 gen, “oksidorediiktaz aktivitesi” basliginda 33 gen,
“tetrapirol baglanmasi” bashiginda 14 gen, “omega-3 yag asidi desatiiraz aktivitesi”
basliginda 7 gen ve “inositol trifosfat kinaz aktivitesi” basliginda 8 genin gruplandigi

bulunmustur (Sekil 11).
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Sekil 12. Gen ontolojisi molekiiler fonksiyon (MF) sonuglari
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Molekiiler fonksiyon (MF) sonuglarinda 2 alt baslik elde edilmistir. GO analiz
sonucunda “ribozomun yapisal bilesenine” sahip 66 gen ve “glutamat-sistein ligaz

aktivitesine” sahip 3 gen tespit edilmistir (Sekil 12).
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Sekil 13. Gen ontolojisi analizinin hiicresel bilesen (CC) sonuglar1

Ifade seviyesi artan genlerin hiicresel bilesen (CC) sonuglarina gére 8 farkls
lokasyon bulunmustur. Bu lokasyonlardan “fotosistem II”, “kloroplast” “kloroplast
kism1”, “tilakoid membran”, “plastid tilakoid”, “kloroplast tilakoid”, ‘“fotosentetik

membran” ve “tilakoid kisim” sonuglari elde edilmistir (Sekil 13).
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Sekil 14. Gen ontolojisi hiicresel bilesen (CC) sonuglari
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Ifade seviyesi azalan genlerin hiicresel bilesen (CC) sonuglarina gore 9 farkl
lokasyon bulunmustur. Sonugta “ribozomal alt birim”, “ribozom”, “riboniikleoprotein
kompleksi”, “sitozolik biiylik ribozomal alt birim”, “biiylik ribozomal alt birim”,
“cekirdekc¢ik”, “sitozol”, “zarla kapli liimen”, “sitoplazmik kisim” lokasyonlar1 tespit
edilmistir (Sekil 14).

Gen ontoloji analizi ile elde edilen sonuglarin dogrulugu yapilan diger ¢caligmalar
ile karsilastirtlmistir. Shi ve arkadaslarinin sicakliga tolerant ve sicakliga duyarli tath
misir (Zea mays L.) cesitlerinde 1s1 stresi altindaki transkripsiyonel degisiklikleri
inceledikleri calisma sonuglart ile yiiriitilen ¢alisma karsilastirildiginda biiyiik bir
paralellik oldugu tespit edilmistir. Yiriitilen tezde ekspresyonu artan genlerin biyolojik
proses (BP) sonuclarinin “fotosentez”, “oksidasyon rediiksiyon islemi”, “fotosentez 151k
reaksiyonu”, “peptidaz aktivitesinin diizenlenmesi”, “hidrolaz aktivitesinin negatif
diizenlemesi”, “protein islemenin diizenlenmesi” misirin sicaklik stresi incelenen
calismada tespit edilmistir. Molekiiler fonksiyon (MF) alt ontoloji sonuglar
incelendiginde bulunan “oksidorediiktaz aktivitesi”, “peptidaz diizenleyici aktivite”,
“tetrapirol baglanmasi1”, “inositol-1,3,4-trisfosfat 6-kinaz aktivitesi”, “inositol trifosfat
kinaz aktivitesi”, “omega-3 yag asidi desatiiraz aktivitesi” bagliklarin hepsi misirin
sicaklik stresi incelenen ¢alismada tespit edilmistir. Son alt ontoloji basligi olan hiicresel
bilesen (CC) alt ontolojisi incelendiginde “tilakoid kismi”, “fotosentetik membran”,
“kloroplast tilakoid”, “plastid tilakoid”, “tilakoid membran”, “kloroplast kismi1”,
“kloroplast” ve “fotosistem II” lokasyonlarinin hepsi misirin sicaklik stresi incelenen
calismada tespit edilmistir (Shi ve ark., 2017).

Yonca'nin (Medicago sativa L.) tuz stresi altinda indiiklenen ekspresyonu degisen
proteinler i¢in gen ontoloji biyolojik proses kategorisinde “oksidasyon-rediiksiyon”
siirecinin ekspresyonu artti§1 tespit edilmistir. Hiicresel bilesen kategorisinde
“kloroplast” tespit edilmistir (Li ve ark., 2020). Pamuk, sodyum bikarbonat (NaHCO3)
alkali stres altinda transkriptom analizinde biyolojik proses kategorisinde “oksidasyon-
rediiksiyon” siireci tespit edilmistir (Fan ve ark., 2021). Karsilastirmali transkriptom
analizi yapilan, 1s1ya tolerant ve 1stya duyarli hurma gesitlerinin incelenmesinde de ayni
sonu¢ gozlenmistir (Jin ve ark., 2020).

Panax ginseng bitkisi yiiksek sicakliga maruz birakildiginda “fotosentez, 11k
reaksiyon” arttig1 gozlenmistir (Hong ve ark., 2022). Keten (Linum usitatissimum L.)

bitkisinde kuraklik stresine maruz kalan yapraklarda farkli sekilde ifade edilen genlerin
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degerlendirilmistir. GO sonucunda “fotosentez” ve “fotosentez, 151k reaksiyonu”
biyolojik prosesinde tespit edilmistir (Wang ve ark., 2023).

Tibet kabuksuz arpa yapraklarinda nitrat stresine yanit veren genler incelenmistir.
BP kategorisinde “hidrolaz aktivitesinin negatif diizenlenmesi” tespit edilmistir (Wei ve
ark., 2016).

RNA-seq verileri kullanilarak LB'ye toleransli C. hystrix ve HLB'ye duyarli C.
sinensis lizerinde CLas ile asilamadan ii¢ ay sonra gen ifadesi profili deneyleri
gergeklestirilmistir. HLB toleranslhi C. hystrix'te biyolojik siirecte “peptidaz aktivitesinin
diizenlenmesi” tespit edilmistir (Hu ve ark., 2017).

Ekspresyonu artan molekiiler fonksiyon (MF) alt ontolojisinde tespit edilen
“omega-3 yag asidi desatliraz” (FAD3/FADS) asir1 ekspresyonu tiitiin bitkilerinde
kurakliga karsi tolerans1 artirdigi tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2005). Bagka bir
calismada semizotu (Portulaca oleracea) tuzluluk stresi altinda FAD3, tuza tolerant
hattinda ekspresyonu artmustir (Du ve ark., 2023). Arabidopsis’te soguk stresinde FAD2
ve FAD3 genlerinin ekspresyonunu arttirdigi ve bu da linolenik asit i¢ceriginde artisa yol
actig1 bulunmustur. Bu sonucta soguk toleransinda FAD genlerinin 6nemli etkisi
oldugunu gostermistir (Wang ve ark., 2021). Ayni zamanda hiicre zarlarinin stabilitesini,
reaktif oksijen tiirleri sinyal yollarini diizenlemede rol oynamaktadir. Sicaklik stresi
altinda membran akigkanliginin korunmasinda onemli gorevleri vardir. Bitkilerde
genellikle plastidde bulunur. Hiicresel bilesen alt ontoloji sonucu ile orantili bir sonug
bulunmustur (Xiao ve ark., 2022). Misirda yag asidi desatiiraz genleri soguk ve sicaklik
stresi altinda yanitlari incelemistir. Sonucunda yag asidi desatiiraz ekspresyonun sicaklik
stresinde arttigini tespit etmistir. Yiriitiilen ¢caligmada benzer sonuglar elde edilmistir.
Calismanin dogrulugu desteklenmistir (Zhao ve ark., 2019).

Rhazya stricta bitkisine tuz stresine maruz birakilmistir. Transkriptom analiz
sonucunda “tetrapirol baglayici” proteinin ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir
(Hajrah ve ark., 2017). Tiitiinde yapilan bir caligmada ise mantarlarin sebep oldugu
hastaliklarin transkriptomik profili incelenmistir. GO sonucunda “tetrapirol baglayic1”
bulundugu ortaya ¢ikmistir (Duan ve ark., 2016). Cay bitkisi (Camellia sinensis L.)
bliylimesi ve gelisiminde Brassinosteroidler'lerin molekiiler mekanizmasini arastirilan
calismada, ekzojen BR’de “tetrapirol baglayic1” expresyonu arttig1 tespit edilmistir (Jin

ve ark., 2022).
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Kamigtaki (Phragmites australis) tuz toleransinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar incelenmistir. Analiz sonucunda “oksidorediiktaz aktivitesi” baslig1 ifade
seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2020).

Calismada Cd stresi altindaki piring filizlerinde gen ifadesi incelenmistir. Piring
bitkileri 7 giin boyunca Cd stresine maruz birakilmis ve “oksidorediiktaz aktivitesi” ile
iligkili genler molekiiler fonksiyon kategorisinde zenginlestigi tespit edilmistir (Sun ve
ark., 2019).

Domateste kuraklik stresinde aday diizenleyicileri karsilastirmali transkriptom
analizi sonucunda gen ontoloji molekiiler fonksiyon kategorisinde “peptidaz diizenleyici
aktivite” zenginlesmistir (Liu ve ark., 2023).

Misirda WUS transkriptom faktorii ortologu ZmWus2'nin gegici asir1 ifadesinden
sonra saglikli ve solmus durumlarda tiitiin yapraklarinda transkriptomik analizler
gerceklestirilmistir. Analiz, ZmWus2 doniisiimiiniin “inozitol trisfosfat kinaz aktivitesi”
ve “inozitol-1,3,4-trisfosfat 6-kinaz aktivitesi” molekiiler fonksiyon basligi altinda
kesfedilmistir (Zhang ev ark., 2023). Patateste yapilan ¢alismada klon 37 FB su stresinde
“inositol 1,3,4- trifosfat 6-kinaz aktivitesi” arttig1 tespit edilmistir (Barra ve ark., 2019).

Ekspresyonu azalan genlerin hiicresel bilesen (CC) alt ontolojisi incelendiginde
“ribozomal alt birim”, “ribozom”, “riboniikleoprotein kompleksi”, “sitozolik biiyiik

29 ¢

ribozomal alt birim”, “biiyiik ribozomal alt birim”, “¢ekirdek¢ik™, “sitozol”, “zarla kaph
limen”, “sitoplazmik kistm” lokasyonlarinin hepsi misirin sicaklik stresi karsi cevabi
incelenen ¢alismada tespit edilmistir. Molekiiler fonksiyon (MF) alt ontoloji sonuglari
incelendiginde “‘glutamat-sistein ligaz aktivitesi”, “ribozomun yapisal bileseni”
kategorilerinin hepsi musirin sicaklik stresi ¢aligmasinda tespit edilmistir. Son ontoloji
baslig1 olan biyolojik proses (BP) sonuglarinin “translasyon”, “gen ekspresyonu”,
“hiicresel makromolekiil biyosentetik siireci”, “makromolekiil biyosentetik siireci”,
“hiicresel biyosentetik siire¢”, “riboniikleoprotein kompleksi biyogenezi”, “polisakkarit
lokalizasyonu”, “kalloz lokalizasyonu”, ‘“kalloz birikmesiyle savunma yanit1” hepsi
musirin sicaklik stresi incelenen ¢aligmada tespit edilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
yiiriitiilen ¢aligma sonuglar gayet basarili ve diger calismalarla orantili oldugu tespit
edilmistir (Shi ve ark., 2017).

Kanola (Brassica napus) bitkisinde soguk stresine maruz birakilarak incelenmistir.

Gen ontoloji biyolojik proses kategorisinde “translasyon”, molekiiler fonksiyon

basliginda “ribozomun yapisal bileseni”, hiicresel bilesen kategorisinde ise “sitozolik
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2 <

biiyiik ribozomal alt birim”, “sitozol” basliklar1 zenginlestigi tespit edilmistir (Bailey,
2021).

Baska bir ¢alismada mini-implant etrafindaki kemik dokusunun gen ekspresyonu
incelenmistir. Ekspresyonu azalan genlerin gen ontoloji analizinde “glutamat sistein ligaz
aktivitesi” geni molekiiler fonksiyon baslig1 altinda zenginlestigi tespit edilmistir (Nahm
ve ark., 2015).

Bugday ii¢ haftalik soguk tedavisine tabi tutulmus ve histon deasetilaz inhibit6rii
trikostatin A'ya maruz birakilmis kiiltiirlenmis mikrosporlar {izerinde RNA-seq analizi
yapilmistir. Sonucunda BP kategorisinde “riboniikleoprotein kompleks biyogenezi”
ekspresyonu diistiigii tespit edilmistir (Jensen, 2021).

Kral agac1 olarak bilinen Paulownia elongata bitkisinin transkriptomik ¢aligmasi
sonucu molekiiler fonksiyon kategorisinde “ribozomun yapisal bileseni” ve hiicresel
bilesen kategorisinde “ribozom” bagliklar1 tespit edilmistir (Katiyar ve ark., 2021).

Lentinula edodes mantar g¢esiti soguk depolama sirasinda gama isinina maruz
birakilmig ve hasat sonrasi transkriptom analizi yapilmistir. Gen ontoloji BP alt bashiginda

2 (13

“hiicresel biyosentetik siire¢”, “translasyon”, “hiicresel makromolekiiler biyosentetik
stire¢” azaldig1 tespit edilmistir. Molekiiler fonksiyon baslig1 altinda ise “ribozomun
yapisal bilesen” azaldig1 gozlenmistir (Gao ve ark., 2023).

Kislik kolza tohumu (Brassica rapa L.) soguk stresine verdigi yanit RNA-seq
yapilarak incelenmistir. GO sonucunda biyolojik proses alt baghiginda “makromolekiil
biyosentetik proses” ekspresyonun azaldigi tespit edilmistir (Wu ve ark., 2022).

Deniz ¢ayir1 (Posidonia) bitkisinin yaprak dokusu yiiksek ve diistik tuzluluk stresi
altinda incelenmis gen ontoloji analizi yapilmistir. BP alt bashigi altinda “hiicresel
biyosentetik siire¢” ve “kalloz birikimi ile savunma yanit1” azaldigi tespit edilmistir
(Booth ve ark., 2022).

Yapilan bir ¢calismada 5 Yak ineginin kuru dénemi (DP) ile laktatik doneminde
(LP) meme dokusu alinmig ve transkriptom analiz yapilmistir. Gen ontoloji sonucunda
“polisakkarit lokalizasyonu” ifadesinin diisiik oldugu gozlenmistir (Jiangfeng ve ark.,
2018).

Arabidopsis kok gelisimi hakkinda yapilan arastirmada PLSox hattinda gen
ontoloji sonucunda ifadesi azalan “gen ekspresyonu”, ‘“hiicresel makromolekiil

biyosentetik proses”, “makromolekiil biyosentez proses”, “polisakkarit lokalizasyonu” ve

“kalloz lokalizasyonu™ bagliklarinin zenginlestigi tespit edilmistir (Shen ve ark., 2019).
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Domates (Solanum lycopersicum) bitkisinde askorbat oksidaz (AO),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve galaktonolakton dehidrogenaz (GLD) i¢in
RNAI hatlariin transkriptom, proteom ve metabolitlerinin ag analizini i¢eren bir sistem
biyolojisi yaklagimi turuncu meyve perikarpinda gerceklestirilmistir. Yapilan sistem
biyoloji caligmasinda molekiiler fonksiyon kategorisinde “ribozom yapisal bileseni”
MDHAR ve GLD hatlarinda ekspresyonu diistiigii tespit edilmistir (Stevens ve ark.,
2018).

Bugdayda (Triticum aestivum L.) fide asamasinda amonyum toksisitesinin nitrat
diizenlenmesinde rol oynayan genleri ortaya g¢ikarmak amacgli caligma yapilmistir.
Yapilan gen ontoloji molekiiler fonksiyon kategorisinde “glutamat sistein ligaz aktivitesi”

tespit edilmistir.

4.6. KEGG Analiz Sonuglar:

KEGG yolu analizi, DEG'lerin fonksiyonel agiklamalarinin molekiiler diizeyde
anlagilmasini saglamaktadir. Hangi genlerin etkilesime girebilecegini ve belirli kosullar
altinda hangi yollarin en c¢ok etkilendigini ortaya ¢ikarir. Tez kapsaminda elde edilen
veriler analiz edildiginde, sicaklik stresine cevapta rol oynadigi diisiiniilen gen setlerinin
iceresinden en ¢ok sayida genin fotosentez yolaklarinda rol aldig: tespit edilmis olup,
siras1 ile ikincil metabolitlerin biyosentezi, bitki hormon sinyal yolaklari, flavonoid
biyosentezi, galaktoz metabolizmasi, piriivat metabolizmasi ile yag-asidi metabolizma

yolaklarinda bulundugu tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Yiirtitiilen ¢alismada kavun (Cucumis melo) bitkisine uygulanan sicaklik stresine
kars1 gen ekspresyon degisimleri transkriptom analiz kullanilarak arastirilmistir. Sicaklik
stresine kars1 anlamli diizeyde farklilik gosteren genler incelenmistir. logFC degeri 3'iin
iistiinde ve -3'lin altinda olan genler filtrelenmis ve bu genler iizerinde ¢alisilmistir. Bu
genlerin potansiyel biyolojik rolleri hakkinda literatiir taramasi yapilmistir. ifadesi
degisen pek cok genin farkli bitki ve abiyotik streslerde benzer sekilde yanit verdigi
gozlenmistir. Galaxy platformu icerisinde bulunan pek ¢ok program kullanilarak
transkriptom analizi gergeklestirilmistir. Deseq2 programi kullanilarak 788 ekspresyonu
artan DEG, 134 ekspresyonu diisen DEG tespit edilmistir. Tespit edilen bu genlerin
fonksiyonel anotasyonu gergeklestirilmistir. Homoloji tabanli ¢alisan BLAST programi
ile genler anlamlandirilmistir. Devaminda gen ontoloji (GO) ve KEGG analizleri
yapilmigtir. GO analizi sonucunda azalan genlerin BP baslig1 incelendiginde “gen
ekspresyonu”, “translasyon” ekspresyonunun diistiigii, bitkinin stres altinda kaynaklarini
korumak amaciyla protein sentezi ve gen ekspresyonunu baskiladigi gézlenmistir. Stres
kosullart altinda enerjisini daha ¢ok savunma mekanizmalarina ve hayatta kalmaya
yonlendirildiginden, hiicresel biiylime ve biyosentetik siiregler baskilanmistir. “Kalloz
birikmesiyle savunma yaniti” ve “kalloz lokalizasyonu” gibi savunma siireglerinin de
bitkide baskilandigin1 veya farkli mekanizmalarla yonetildigini diisiindiirmektedir. GO
analizi sonucunda ekspresyonu artan genlerin BP baslig1 incelendiginde “fotosentez” ve
“fotosentez, 151k reaksiyonu” gibi siire¢ler kavun bitkisinde fotosentez ile iligkili genlerin
strese yanitta aktif hale geldigi tespit edilmistir. Stres kosullarinda bitkinin fotosentetik
siireclerini koruma ya da uyum saglama c¢abasiyla bu genlerin ekspresyonunun artmis
olacagi tahmin edilmektedir. Oksidatif stresin sicaklik stresine yanit olarak yaygin oldugu
bilinmektedir. “Oksidasyon-rediiksiyon siireci” ve “protein islemenin diizenlenmesi”
gibi siireclerde de artis gozlemlenmistir. Bu sonuglar bitkinin hiicresel savunma
mekanizmalarinin aktive oldugunu isaret etmektedir (Shi ve ark., 2017). Yiiriitiilen
calisma sonucu elde edilen bilgiler, kavun bitkisinin sicaklik stresine yanit
mekanizmasinin anlamlandirilmasinda gelecek arastirmalar i¢in ¢ok yol haritasi

olusturacaktir.
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5.2. Oneriler

Bu calismada elde edilen sonuglarin Otesine gecmek igin, proteomik ve
metabolomik analizlerle bu genlerin protein seviyesindeki etkilerinin incelenmesi faydali
olacaktir. Bu, gen seviyesindeki degisimlerin bitki biyolojisindeki nihai etkilerini
anlamak acisindan kritik olabilir. Sicaklik stresi haricindeki diger g¢evresel stres
faktorlerine (kuraklik, tuz stresi vb.) maruz kalan kavun bitkilerinde de benzer
transkriptom analizlerinin yapilmasi 6nerilmektedir. Boylece farkli stres kosullarina kars1
gen ekspresyon yanitlarinin karsilastirilarak genel stres mekanizmalarinin anlagilmasina
katki saglanabilir. Elde edilen bulgular, stres toleransini artiran genlerin kullanimiyla
daha tolerant kavun gesitlerinin gelistirilmesine olanak taniyabilir. Bu sayede, ekonomik
acidan iilkemiz i¢in biiyilk dneme sahip olan kavun bitkisinin iiretimi artirilabilir ve

cevresel stres kosullarina daha direncli ¢esitler elde edilebilir.
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