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OZET

Yeni Nesil Dizileme Yontemi Ile Tiirk Findig1 (Corylus
colurnal..) Ve Tombul Findigin (Corylus avellanal..)
Transkriptom Analizlerinin Yapilmasi Ve Karsilastirilmasi

Salih ULU

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Doktora Tezi
Damisman: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Findik, tarih boyunca insanlar icin degerli bir gida olmustur. Gida sektoriinde
cerez olarak, ozellikle pasta ve cikolata yapiminda tiiketilmesi yamni sira yag bitkisi
olarak kullanilan, ekonomik degeri oldukca yiiksek bir bitkidir. Husgiller
(Betulaceae) familyasindan Coryleae alt familyasinin Corylus cinsi igerisinde
tanimlanan 25’ten fazla tiiriin ticari olarak en ¢ok tercih edilenleri ise Anadolu
kaynakli olanlaridir. Tiim diinyanin ihtiyacinin yaklasik %70'inin Tiirkiye'den
karsilanmas1 ve anavataninin Tiirkiye olmasi ayrica Tirk ekonomisine katkisi
acisindan da oldukca énemli bir bitkidir. Ulkemizde bircok cesidinin ticari olarak
yetistirilmesine ragmen, en yaygin olarak yetistirilen tiirleri; ticari olarak en cok
tercih edilen Tombul ¢esidi olarak isimlendirilen Corylus avellana L. Tombul ve
agac formunda olan ve giiclii kok yapisi sebebiyle 1slah calismalarinda anac olarak

kullanilan ve Tirk Findig1 olarak bilinen Corylus colurna L. dir.

Bu calismada Giresun Findik Arastirma Enstitlisiiniin koleksiyonunda yer alan
Tombul ve Tirk findik agaclarinin yaprak, erkek ve disi cicek, tomurcuk ve
zuruflarindan total RNA izolasyonu yapildi. Yeni Nesil Dizileme teknolojisi

kullanilarak Illumina HiSeq4000 ile iki uglu olarak 100 bp uzunluklarinda

Xiv



okumalardan olusan iki farkli kiitiiphane olusturuldu. Dizileme sonrasi C. colurna
L. ve C. avellana L. Tombul’dan yaklasik 10,30 GB ve 10,48 GB transkriptom verisi
elde edildi. C. colurnal. ve C. avellanaL. Tombul okumalari de novo olarak 95979
transkripte derlendi. TRAPID platformu kullanilarak transkriptlerin GO ve KEGG
fonksiyonel 6zellikleri belirlendi. C. colurna L. ve C. avellana L. Tombul icin
sirastyla 27051 ve 25312 SSR tanimlandi. RNA-seq verilerinin qPCR ile
validasyonu icin TL1, GMPM1, N, 2MMP, At1g29670, CHIB1 genleri secildi.

Yapilan bu calisma ile Anadolu kaynakl iki findik tiirii; en kaliteli findik kabul
edilen Tombul cesidi findigin ve anac¢ olarak kullanilan Tiirk Findiginin ilk defa
kapsamli transkriptom analizi yapildi, bu findik tiirlerinin gen ekspresyon

profilleri ilk defa karsilastirilarak genis bir bilgi elde edildi.

Bu veriler findik yetistiriciligi, tibbi ve endiistriyel arastirmalar icin agik bir kaynak

olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Corylus colurna L., Tiirk Findig1, Corylus avellana L., Tombul

Findik, transkriptom analizi

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Transcriptome Analyzes of Turkish Filbert ( Corylus colurna
L.) and Tombul Hazelnut (Corylus avellana L. Tombul) with
Next Generation Sequencing

Salih ULU

Department of Molecular Biology and Genetics

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Hazelnut has become a valuable nutrient throughout the history. As it is used in
cake and chocolate products as well as appetizers and also oil extraction, its
economic value is high. More than 25 species have been identified in Coryleae
subfamily and Betulaceae family in taxonomical order, whereas commercially
most preferable ones are grown in Anatolia region. Hazelnut is an economically
important plant for Turkey since 70% of world need is supplied from Turkey. A
lot of hazelnut species grow in Turkey, but the most widespread species are
Corylus avellana L. Tombul which has high economically value because of their
special flavor and oil content and Turkish hazelnut Corylus colurna L. which is
used for breeding as rootstock because of their resistance against extreme nature

conditions.

In this study, Total RNA was isolated from young leaves, flowers (male and
female), bud, husk shoot of C. colurna L. and C. avellana L. Tombul from the
collection of Giresun Hazelnut Research Institute. Two different libraries were
sequenced using Illumina HiSeq4000 with 100 bp paired-end. We generated 10,30

and 10,48 gb of transcriptome data from C. colurnal. and C. avellanaL. Tombul,

XVi



respectively. The reads from C. colurnal. and C. avellanal. Tombul were de novo
assembled into 95979 transcripts. The transcripts of C. colurnal. and C. avellana
L. Tombul were GO ve KEGG functionally annotated using the TRAPID platform,
respectively. We identified 25312 and 27051 Simple Sequence Repeats (SSRs) for
C. colurna L. and C. avellana L. Tombul, respectively. TL1, GMPM1, N, 2MMP,
At1g29670, CHIB1 genes were selected for validation with qPCR.

With this study a wide trascriptome analysis were done for Anatolia originated
two hazelnuts that most quality Tombul hazelnut ( Corylus avellana 1.) and used
as roodstocks Turkish hazelnut (Corylus colurna L.) and this was given wide
information about their gene expression profile. We report the first de novo
transcriptome data of C. avellana L. Tombul and compare C. colurna L. of
commercial importance. These data constitute a valuable extension of the publicly
available transcriptomic resource useful for breeding, medicinal and industrial

research studies.

Keywords: Corylus colurna L., Turkish filbert, Corylus avellana L., Tombul

hazelnut, transcriptome analysis

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Literatiir arastirmalar1 sonucunda doktora tezinin odaklandigi konu olan Tiirk
Findig1 (Corylus colurna L.) ile Tombul Findigin (Corylus avellana L. Tombul)
Yeni Nesil Dizileme yontemi ile transkriptom analizlerinin yapilmasi1 ve
karsilagtirilmasinin tek bir calisma igerisinde yer aldig1 bir arastirmaya
rastlanmamuistir. Fakat tez calismasinin fikri zeminini olusturabilecek caligsmalarin

ozetlerine asagida yer verilmeye calisilacaktir.

Arastirmalarda Tombul Findik c¢esidinin ve Tiirk Findiginin ekonomik ve genetik

ozellikleri acisindan degerli bitkiler oldugu gosterilmistir.

Tirk Findig1 ¢ok diisiik ve cok yiiksek sicakliklara dayaniklidir, 1700 m. gibi
yliksek rakimlarda yasayabilmektedir, agac formunda olmasi ve diger
ozellikleriyle diger findik tiirlerinden farklilasmakta ve bu 6zelliklerinden dolay1
1islah calismalarinda one cikabilmektedir. Ayrica bu findik tiiriiniin 600 yaslara
varan genetik Ozellikleri korunmus 6rnekleri {ilkemizin farkli bolgelerinde tespit

edilmistir [1], [2] .

Tombul Findigin yag ve protein igeriginin yiiksek olmasindan dolay: en kaliteli ve
en cok tiiketilen findik cesidi oldugu bildirilmistir ayrica Tombul Findigin yag ve

protein icerigi acisindan sanayide kullanima cok elverisli oldugu ifade edilmistir

[3], [4].

Corylus avellana L. varyeteleri ve Corylus colurna L. ile ayr1 ayri1 yapilan
calismalarda antioksidan aktivite ve fenolik kompozisyon varligin1 gosteren giiclii

bulgulara rastlanmstir [5], [6].

Findik ekonomik degeri oldukca yiiksek bir bitki olmasina ragmen, bu bitki icin

molekiiler diizeyde calismalar ¢ok az yapilmistir.



DNA ekstraksiyonunun, findigin icerdigi yiliksek tanenler, alkoloidler, flavanoidler
ve polisakkaritler nedeni ile her zaman basarili olamadig1 ve degisik ekstraksiyon

yontemlerinin kullanilmasi gerektigi belirlenmistir [7].

DNA miktarinin yaprak yasi ve genotipe bagh olarak farklilik gosterdigi findik
yapraklari ile yapilan calismalarda tespit edilmis ve 0,5 - 0,7 g findik yapragindan
yaklasik 150 ng ile 15 ug arasinda DNA elde edildigi goriilmistiir [8].

Italya’da yetistiriciligi yapilan 19 findik cesit ve genotipinin karakterizasyonu
lzerine yapilan calismada 30 adet RAPD primeri kullanilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen bulgularla olusturulan dendogramda iki ana cesit grubu
olusmus, Tombul cesidi, Imperale Trebizonde’, ‘Fructo Rubro’ ve ‘Jean’s’cesitleri

ile ayn1 grupta yer almistir [9].

C. avellana L. tiirtine ait 274 genotipin genetik profillerini incelemek amaciyla 10
SSR primeri kullanilmis, incelenen genotiplerin 84’iiniin ayni klonlar oldugu
anlasilmis ve kullanilan primerlerin yiiksek oranda polimorfik olduklari

belirlenmistir [10].

Farkli cografik bolgelerde yayilim gosteren C. avellena L. tiirline ait 270 adet
klonun genetik profilerini incelemek amaciyla yapilan calismada 21 SSR primeri
kullanilmustir. Sonuclara gore genotiplerin Orta Avrupa, Karadeniz, Ingiltere ve
Italya-Ispanya seklinde dort ana cografi bolge altinda toplandigi bildirilmistir
[11].

Bu calismada kullanilan Yeni Nesil Dizileme (YND) teknolojisi ile ilgili caligsmalara

asagida yer verilmistir.

Geleneksel yontemlere kiyasla YND’nin en basta gelen avantaji, biiyiik miktardaki

dizileme verilerinin tiretilmesidir [12].

YND’nin temel kavramlari, genel uygulamalari ve genomikteki potansiyel
etkilerini referanslariyla incelenmis ve giinlimiizde ve gelecekte miimkiin olan
platformlar1 ve biyoinformatik yaklasimlar ortaya konulmustur. Arastirmacilar
biyoinformatik araclarin YND teknolojisinin basarisinda ¢ok 6nemli bir yere sahip

oldugunu belirtmislerdir. Ayrica YND teknolojilerinin genomik iizerinde



etkilerinin ¢ok genis kapsamli olacagini ve biiyiik olasilikla 6ntimiizdeki yillarda

farkli alanlara da kayacagini ifade etmislerdir [13].

Arastirmacilarin hizmetine sunulan Trinity ad1 verilen bir dizi programla RNA-Seq
verilerinden referans genom olusturma ve analizler icin bu platform kullanilarak
de novo transkript dizisi kurulmasini1 saglanmistir. Bu sayede referans genomu
mevcut olmayan tiirlerin transkriptom analizlerinin de yapilmasi miimkiin hale
gelmistir. Ayrica calismalarda karsilastirmali 6rneklerin farkli ifade edilen
transkriptlerinin tanimlanmasi icin R/Bioconductor paketleri ve protein kodlayan

genlerin tanimlanmasi icin yaklasimlar sunulmustur [14].

[llumina RNA-seq metodu kullanilarak Vitis viniferamin farkli durumlarindaki
transkriptom analizi yapilmis ve 59 milyon okuma sonucunda 17.324 ifade olan
gen elde edilmistir. Bu sonuclarla genlerin SNP analizleri ve splice mekanizmalar1

ortaya cikarilmistir [15].

Avrupa findig1 "Jefferson" ile transkriptom calismasi icin bitkinin farkl
organlarindan ornekler alinarak RNA'lar1 izole edilmis ve Illimuna RNA dizileme

(RNA-Seq) ile 28.255 kontig elde edilmistir [16].

Niikleik asit dizilemenin, belirli bir DNA ya da RNA molekiilii icinde mevcut
niikleotid tam sirasini belirlemek icin iyi bir yontem oldugu ifade edilmistir. Ayrica
YND teknolojisi adim adim acgiklanmis ve bu yontemin kalip hazirlanmasi,
dizileme ve goriintiileme, datalarin analizleri seklinde ti¢ temel adimda ilerledigi

sOylenmistir [17].

Vitis vinifera cv. Corvina tiirliniin de novo transkriptom karakterizasyonu icin 45
farkli ornekten 1 total RNA alinarak RNA havuzu olusturulmus ve RNA-seq

dizileme yapilmistir [18].

Cin findiginin (Corylus mandshurica) transkriptom analizi yapilmak {izere RNA-
seq ile EST kiitiiphanesi kurulmustur. Calismada 37.846 EST dizisi incelenip GO
analizleri yapilmistir. Taxol sentezinde sorumlu olan enzim ve transkripsiyon
faktorlerinin 45 EST'de homoloji gosterdigini tespit edilmistir. Bunun yaninda C.
avellana ile karsilastirilarak soguk ve fungal etkilerle ilgili stres tolerans genlerine

karsilastirmali olarak bakilmistir [19].



Corylus heterophylla Fisch’in soguga dayaniklilik genlerinin transkriptomik
dizilemesini yapmak icin Illumina RNA-seq kullanilmistir. Calismada total RNA
izolasyonlar1 icin RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), DNA kontaminasyonunu
onlemek icin RNase-free DNase I (Qiagen) ve RNA konsantrasyonunu artirmak ve
piirifiye etmek icin RNA MinElute Kit (Qiagen) kullanilmistir. Bu calismada 28
milyon okuma elde edilmis, 82.684 kontig olusturulmustur. 40.941 unigen
belirlenmis ve GO kategorilerine gore tanimlanmistir. Bu calisma esnasinda NCBI

Nr, Swiss-Prot, KEGG veritabanlarini kullanilmistir [20].

Findikta meyve gelisimi esnasinda bos ve dolu oviillerin transkriptom analizi ve
gen ifadesi profillerini cikarmak icin bir calisma yapilmis, calismalar referans
genom olmadig1 icin de novo transkriptom dizileme ve RNA-seq analizleri ile
ylriitilmistiir. Hizalama ve kontig olusturmak icin Trinity platformu
kullanilmistir. Protein tahmini i¢cin NR, NT, SwissProt, KEGG, COG, and GO

veritabanlarindan faydalanilmistir [21].

Tirk Findiginin Kastamonu bélgesinde yeni bir destinasyonunu rapor edilmis ve

bu findigin yag ve profil icerigine bakilmistir [22], [23]

C. avellana L.nin gen ifadesi analizi yapilmis [24], C. avellana L.’nin mahsiil
gelisimi hedefli olarak kromozom o0lcekli bir calisma yiiriitilmiistiir [25]. Ayrica
Tombul Findik kloroplast genomunun tamamlanabilmesi icin farkli araclarin

kullanildig: bir calisma ortaya konulmustur [26].

1.2 Tezin Amac

Ekonomik olarak onemli olan Tombul Findik (C. avellana L. Tombul) ile 1slah
calismalarinda kullanilan ve genetik olarak 6nemli bir tiir olan Tiirk Findiginin (C.
colurna 1..) YNS ile karsilastirmali transkriptom analizi yapilarak gen ifadesi

diizeyinde farkliliklarin ortaya konulmasi amaclanmustir.

1.3 Hipotez

Tombul Findigin (C. avellana L. Tombul) diinya capinda tercih sebebi olmasini
saglayan o6zellikleri ve Tiirk Findiginin (C. colurnal.) giicli genetik yapisi ve 1slah
calismalarinda kullanilmasini saglayan ozellikleri transkriptom calismalariyla

ortaya konulmaktadir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Findik

Findik, Fagales takiminin Betulaceae familyasina ait popiiler bir aga¢ meyvesidir.
Corylus cinsine dahil olan findik agaclar1 kuzey yarim kiirenin iliman bolgelerinde
yabani olarak yetismektedirler. Bu yabani tiirler Japonya, Cin, Tiirkiye, Avrupa
tilkeleri, ABD gibi cok genis bir alana yayilmistir ve bunlar icinde en fazla yabani
yayllim bolgesi Avrupa’dir [27]. Bu yayilimin kokeninin Anadolu, Orta Asya ve
Kafkasya oldugu, Anadolu’da da ilk defa Dogu Karadeniz Bolgesinde kiiltiire
edildigi bilinmektedir [28], [29].

Corylus cinsinin tiyesi olan tiirler diploiddir ve 2n = 2x = 22 kromozoma sahiptir.
Sporofitik uyusmazlik etmenli yabanci tozlanmanin sonucu olarak Cory/us cinsi
biiyiik bir morfolojik varyasyona sahiptir. Corylus cinsi icerisinde 25’ten fazla tiir
tanimlanmistir [27]. Bu tiirlerden aga¢ formunda olanlardan baslicalar1 C. colurna
L., C. jacquemontii Decne, C. chinensis Franch, ve C. ferox Wall tiirleri iken; cali
formunda olanlar C. avellena L., C. maxima Mill, C. americana Marshall, Corylus
cornuta Marshall, C. heterophyla Fitcher, C. sieboldiana Blume tiirleri olarak

siralanabilir [30]

Findik tiirleri arasinda pek cogu yabani kalmasina ragmen bir kag tiir ticari 6neme
sahiptir; C. avellana L., C. colurna L. ve C. maxima Mill [27]. 2019 yil1 verilerine
gore findik diinya kabuklu meyve iiretiminde 4. sirada yer almaktadir [31].
Findigin popilaritesi her gecen giin artmakta, bunun sebepleri arasinda kendine
has lezzeti, besin icerigi, saghiga olan katkilar1 sayilmaktadir [32]-[35].
Icerigindeki proteinler, lifler, yaglar ve mineraller acisindan oldukca zengin olan
findik 6nemli bir gida maddesi konumundadir. Biinyesinde lipitler ve fenolik
bilesikler barindirmaktadir. Findik yagi %92 oraninda doymamis yag asitlerinden
olusmaktadir [oleik (w-9) ve linoleik asit (w-6)]. Findigin kendine has bu besinsel

bilesimiyle kardiyovaskiiler sistem ve kolesterol seviyesi kontrolii gibi insan



sagligina olumlu katkilar tespit edilmistir [36]-[40]. ABD Gida ve ila(; Dairesinin
(FDA) findik vb. iiriinleri kalp sagligini destekleyen iiriinler kategorisine almasinin

da bu ilginin sebepleri arasinda oldugu diisiiniilmektedir [35].

Bu artan ilgi ile birlikte findik tiretimi de giinden giine artmaktadir. Sekil 2.1°de
gosterildigi {izere, Tarim ve Orman Bakanlig1, 2022 Tarim Uriinleri Piyasa Raporu
verilerine gore Tiirkiye diinyadaki findik iiretiminde %60’lik oran ve 665 bin
tonluk tiretim ile ilk sirada yer almaktadir. Sakarya, Diizce, Samsun, Ordu,
Giresun ve Trabzon illerindeki iiretim ile Karadeniz Bolgesi Tiirkiye findik
tretiminin %92’si karsilanmaktadir [41]. Tiirkiye’yi 120 bin tonluk findik tiretimi

ile italya, 59 bin ton ile ABD takip etmektedir [31].

Findik Tirkiye ekonomisine katkisi oldukca biiyiik bir tarim tirtiniidiir. Bu iiriin
sayesinde hem tarimsal istihdam saglanmakta hem de ihracat yolu ile iilke
ekonomisine katki saglanmaktadir. 2022 verilerine gore findik ihracatindan elde
edilen gelir 2 milyar USD’dir. Toprak Mahsulleri Ofisi Findik Sektor 2020

Raporuna gore, findik, iilkemizin tarimsal ihracatinda %13 ile ilk sirada yer

almaktadir.
Findik tiretiminde 6nemli iilkeler Findik ihracatinda iilkelerin pay: Findik ithalatinda tilkelerin pay
Hazelnut production by countries Hazelnut export by countries Hazelnut import by countries
(%) (2020, %) (2020, %)
W Tirkiye ©italya/ltaly ®ABD/USA » Turkiye witalywltaly . '}!,'mf]'\ : .y ‘f
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o Sl : Kanada m Diger/Others
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Sekil 2.1 Diinyada findik iiretimi ve ihracati istatistikleri

2.1.1 Corylus avellana L. (Avrupa Findig1)

Literatlirde Avrupa Findig1 veya Adi Findik olarak anilan ve iilkemizin dogal yayilis
alanlarindan biri oldugu Corylus avellana 1. (Tablo 2.1) Karadeniz Bolgesi
ormanlarinin 20-1500 m’lik yiikseltilerinde siklikla, nadiren de Dogu Anadolu,
Giiney Anadolu ve Bati Anadolu’daki dere kenarlarinda goriilmektedir [42].

Karadeniz Bolgesinde 6zellikle 60 km’lik i¢ kesimlere ve 750 m yiiksekliklere kadar
6



yetistirilse de findik {iretiminin en yogun yapildigi yerler 0-500 m yiikselti

araligidir.

Findik verimini pek cok unsur etkilemekle birlikte baslicalar: sicaklik, yagis, don
ve riizgardir. Yagis miktarinin yilin her mevsiminde dengeli olmasi gereklidir [43].
Findik {iretiminde en kritik kosul sicakliktir. En az -8, -10 °C ve en fazla 36, 38 °C
sicakliklarda verim alinabilmektedir, ortalama sicakligin 13-15 °C oldugu yerler
{iretim icin ideal kosullardir. Ilkbahar mevsimi donlar1 verimi diisiirmektedir,
ayrica Karadeniz kiy1 kesimlerindeki fon riizgarlar da findik tarimim etkileyen

kosullardandir [43].

Toprak kosullar1 acisindan ¢ok secici olmamasina ragmen humuslu, tinli-humuslu
ve derinligi fazla olan topraklara uyumu yiiksektir. Buna karsin kum oraninin

ylksek oldugu killi topraklarda verimli bir tarim miimkiin olmamaktadir [44].

Tablo 2.1 Corylus avellana L. Sistematigi

Divisio (boliim) Spermatophyta

Subdivisio (alt boliim) Angiospermae

Classis (sinif) Magnoliatae (Dicotyledoneae)
Subclassis (alt sinif) Hamamelidae

Ordo (takim) Fagales

Familia (familya) Betulaceae

Subfamilia (alt familya) Coryleae

Genus (cins) Corylus L. (hazelnut)

Species (tiir) Corylus avellana L. (European Hazelnut)

5-6 yasindan itibaren meyve vermeye baslayan findik agaclarinin ortalama
uzunluklar1 6-7 m olmakta iken 20-22 m uzunluga ulasan Orneklerine de
rastlanmaktadir. C. avellana L. 60 cm derinliklere ulasan sacak koke sahipken su

ve besin ihtiyaclarini cogunlukla ilk 20 cm’lik kisitmdan karsilamaktadir.



Meyveyi disaridan koruyan renkli tiiylii brakte yapragina zuruf denilmektedir.
Meyvenin olgunlagsma siirecinde zuruf meyveyi sikar ve dip kisimlarindan
kahverengilesme baslar. Kendi zuruflar icerisinde alt kisimlarindan birbirlerine
bitisik halde gelisen meyveler kiimesine cotanak adi verilmektedir (Sekil 2.2).

Cotanak ise ince bir dalla yillik siirgiine baglanmaktadir [45].

Karanfil
Yaprak
Tomurcuk
Zuruf
Kedicik Cotanak

Sekil 2.2 Findik meyvesinin genel yapisi [46]

Findik tek evcikli, farkli zamanlarda olgunlasan erkek ve disi cicekleri olan
(dikogami) ve erkek ve disi ciceklerin ayn1 agac iizerinde goriildiigii bir bitkidir
[47]. Ciceklenmenin ve tozlasmanin gorildigi zamanlar Kasim-Mart araligidir.
Yumurta ve tohum taslagi gec olgunlastig1 icin tozlasmadan 2-2,5 ay sonra
dollenme gerceklesir. Dollenme sonrasinda 15. giinden itibaren de meyve
goriilmeye baglar [48]. Karanfil, 4-24 tane disi ¢icegin bir arada bulundugu
tomurcugun adidir; kedicik ise, 150-200 adet erkek cicegin bir arada bulundugu

silindirik yapinin adidir ve Temmuz ayinda olusmaya baslar.

Corylus avellana L., yiiksek oranda doymamis yag barindiran, protein ve vitamin
iceren bir besindir [49]. Vitamin ve mineraller acisindan bakildiginda ise,
kalsiyum, potasyum, sodyum, demir, ¢inko, bakir, magnezyum ve manganez, E,

B1, B2, B3, B6, a-tokoferol barindirdig1 (Tablo 2.2) tespit edilmistir [50].



Tablo 2.2 C. avellana L. meyvesinin besin degeri tablosu

100 gr. 1 avug
Karbonhidrat (g) 17 4
Protein (g) 14 3,6
Yag (g) 61 14,6
Lif (g) 10 2,3
Kolesterol (mg) 0 0
Sodyum (mg) 0 0
Potasyum (mg) 680 163,2
Kalsiyum (mg) 114 27,4
Vitamin A (mg) 20 4.8
Vitamin C (mg) 6 1,5
Demir (mg) 5 1,1

2.1.1.1 Tombul

Tiim diinyada en fazla kabul goren findik cesidi olan Tombul, Karadeniz kiy1
bolgesinde, 6zellikle de Giresun civarinda yetismektedir. Yiiksek meyve kalitesi
uluslararast pazarda aranan bir iiriin olmasimi saglamistir. Tombul Findigin
periyodisite 6zelligi olmasina ragmen bakimli bahcelerde her yil yiiksek verime

ulasabilmektedir [51].

Parlak kahverengi, yaklasik 1 mm kalinliginda, kolay kirilan bir kabuga sahiptir.
Meyve kabugu tam doldurmaktadir. Meyve olgiileri kabuklu sekilde; ortalama
uzunluk 17.5 mm, genislik 17 mm ve agirhgr 1.4 g'dir. I¢c meyve zan piiriizsiiz,
parlak, acik kahverengi, ince ve {iizerinde hafif damarlar1 vardir ve kolayca

soyulabilmektedir. Beyaz, gevrek ve parlak olan meyve etinin gobek boslugu

kiictiktir.




Tombul Findigin zuruflar1 meyve boyunun yaklasik 2,5 kat1 kadar olmakta, 3’lii

veya 4’lii cotanaklar olusturmaktadir [51].
2.1.2 Corylus colurna L. (Tiirk Findig1)

Corylus colurna L. (Tablo 2.3) literatiirlerde “Turkish Hazelnut” veya “Turkish
Filbert” seklinde anilan, 15-25 m boylarinda diizgiin, tek govdeye sahip agag
formunda bir bitkidir [52]. En sik kullanilan ismi Tiirk Findig1 olmakla birlikte,
agac formu nedeniyle agac findig1 olarak da anilmakla, Ay1 Findig1, Kaya Findig1
ve Balkan Findig1 olarak da bilinmektedir. Gokbulak Findig1 ve Budagan Findig1
gibi yayilis yerine gore isimlendirildigi de goriilmistiir [53]. Baz1 kaynaklar C.

arborescens Monch., veya C. bizantica Clus. sinonimlerine de yer vermistir [54].

Tablo 2.3 Corylus colurna 1. Sistematigi

Divisio (boliim) Spermatophyta

Subdivisio (alt bolim) Angiospermae

Classis (sinif) Magnoliatae (Dicotyledoneae)
Subclassis (alt sinif) Hamamelidae

Ordo (takim) Fagales

Familia (familya) Betulaceae

Subfamilia (alt familya) Coryleae

Genus (cins) Corylus L. (hazelnut)

Species (tiir) Corylus colurna L. (Turkish Hazelnut)

Tirk Findigi oldukca genis araliktaki yasam kosullarinda varligini
siirdiirebilmektedir. Balcikli topraklar1 sevmekle birlikte asir1 alkalilesmis
topraklarda da bulunabilmektedir, Nemli ortamlar: tercih etmekle birlikte [55]
kurakliga dayanimi oldukea yiiksektir, ayni1 zamanda -30 °C soguklara da yasamini

strdirebilmektedir [56].
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Tiirk Findigi, hem dikey hem de yatay yonde kuvvetli bir kazik kok sistemi
olusturabilmesi, ayn1 zamanda kok ve kiitiik siirgiinii verme yetenegi, firtina ve
kar zararlarina, tagkina ve sele karsi direncli olmasi sebebiyle erozyon kontroliinde

ve agaclandirma ¢alismalarinda kullanilabilmektedir [2], [56], [57].

Tiirk Findig1 bu ozellikleriyle, oncelikli olarak Corylus avellana L. olmak {izere
diger findik tiirlerinin kiiltiire edilmesinde kok altlig1 olarak da kullanilmaktadir

bu da onun findigin kiiltiire edilmesindeki 6nemini artirmaktadir [58].

Bu findik tiir{i, olgunluk doneminde piramit yapisinda ileriki donemlerinde tepesi
genis bir agac¢ goriintimiine sahip olmaktadir. Geng siirgiinlerinde soluk pas rengi
ve sik, basit ve yapigkan bezeli tiiylerin goriildiigli gévde yapisi, yasl 6rneklerinde

kalin, derin catlaklar1 olan mantarh bir goriiniime kavusmaktadir [59].

Yapraklar 7-14 x 5-11cm boyutlarinda yumurta, genis yumurta ve nadiren ters
yumurta biciminde cift sirali disli veya dilimli dislidir. Uclar1 aniden sivrilesen
yapraklar kiiciik bir damla ucu ile sonlanir. 2,5-4 cm uzunlugunda olan yaprak

saplar sigilli yapiskan tiiylere sahiptir. 3-5 meyve bir arada bulunmaktadir [59].

Diger findik tiirlerinden, meyve Ortiistiniin kenarlar1 ince seritler halinde ve
diizensiz olmasi, geriye dogru kivrilan sivri uclar1 ve tizerinin yapiskan tiiylerle
kapl olmasiyla kolayca ayrilmaktadir. Meyvelerin boyutlar:1 15-20 x 10-18 mm,
istten hafif basik sekilde, genis yumurta goriiniimiindedir. Diger findik
meyvelerine kiyasla Tiirk Findiginin perikarbi ¢ok kalin kabukludur. Bir diger
karakteristik 6zelligi ise meyvenin Ortiiye baglandigi mat kismin findigin yari

boyuna ulagmasidir [53]

C. colurna L. nin Tiirkiye’deki diger findik tiirlerinden farkli diger bir 6zelligi de
epigeik c¢imlenme 6zelligine sahip olan tohumlarinin olmasi ve etli ve sulu bir

meyve Ortilisli, kupula ve zuruftan olusan involukruma sahip olmasidir [60]

Ulkemizde Bati Anadolu’da, Kazdagi, Karabiik, Kastamonu ve Bolu; Dogu
Karadeniz’de, Rize ve Trabzon’da bitki florasinda bulunan Tiirk Findiginin diisey
yayilist ise 800-1700 m araligidir. Tirkiye’de yogun olarak bulundugu bolge
Kuzeybat1 Anadolu Ormanlandir [58], [61]-[63].
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Meyveli bir tiir olan Tiirk Findiginin meyveleri “Findik Sekeri” ve “Bolu Cikolatas1”
gibi yorelere 6zel tatlilarda kullanilmakta veya kuruyemis olarak tiiketilmektedir.
Ayrica meyve tohumlar1 ve yapraklar1 tibbi degere sahip maddeler
barindirmaktadir. Yiiksek miktarda oleik asit barindiran tohumlarinin yaninda,
yapraklar1 da flavonoid adi verilen oldukca giiclii bir antioksidan madde
icermektedir [58]. Corylus colurna L. meyvelerinde, %65-70 yag, %16-19 protein
ve %3-6 su bulunmaktadir. Yagin %92’si doymamis yaglar, %8’i doymus
yaglardan meydana gelmistir [58], [64]. Mineral icerigi ise 100 g’da, 562 mg
potasyum, 407 mg fosfor, 77 mg kalsiyum ve 20 mg sodyum seklinde
siralanmaktadir [58], [65].

2.2 Riboniikleik Asit (RNA)

DNA olarak depolanan genetik bilginin RNA olarak kopyalanmasi ve sonrasinda
da proteinlere cevrilmesini ifade eden bilgi akisina santral dogma denilmektedir
[66], [67]. Cevresel faktorler tarafindan da degistirilebilen genetik bilginin bu

ifadesi bir organizmanin fenotipini belirlemektedir.

Riboniikleik asitler (RNA’lar), hiicrelerde ve organizmalarda o©nemli bir
biyomolekiil sinifidir [68]. Genomun transkripsiyonu yapilan veya ifadesi
gerceklestirilen transkriptom ciktisin1 ifade ederler. Genin ifadesinde ve
sonrasinda da genotipin fenotipe baglanmasinda ¢ok 6nemli roller listlenen cok
sayida RNA tipi vardir. Ribozomal RNA’lar (rRNA) ve tasiyict RNA’lar (tRNA)
proteinleri sentezleyen yapilar1 olustururlar. Kodlamayan RNA’lar (ncRNA) ise
gen ifadesinin kendisi de dahil pek cok biyolojik siirecin diizenlenmesinde gorev
alirlar. Mesajc1 RNA’lar (mRNA) 6nemli bir RNA sinifini olusturur. mRNA dizileri
ribozomlar tarafindan sentezlenecek olan proteinleri kodlar [69]-[71]. Yakin
zamana kadar mRNA disindaki RNA tipleri kodlamayan RNA’lar olarak kabul
edilirken, son arastirmalar uzun kodlamayan RNAlarin (IncRNA) kisa peptidleri

kodlayabildigini gostermistir [72].
2.2.1 RNA Dizileme (RNA-seq)

Uygun fiyatli YND platformlarinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte RNA-seq kullanilarak
RNAnin yiiksek verimli profillemesini yapmak miimkiin hale gelmistir [73]-[76].
RNA-seq cesitli amaclar i¢in kullanilabilmektedir [77]. En popiiler kullanim
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durumlan transkriptomlarin fonksiyonel anotasyonu diye adlandirilan bir
organizmanin genlerinin ve proteinlerinin bir katalogunu olusturmak ve
diferansiyel ifade (DE) analizi adiyla anilan gen ifadesindeki degisiklikleri
incelemektir. RNA-seq yaygin olarak bir hiicre popiilasyonundan gelen materyalin

dizileme icin bir araya getirildigi yaklasimi temsil eder [78].

Giiniimiizde cogu RNA dizileme calismasi kisa okuma dizilimine dayanir. RNA
molekiilleri izole edilir ve zenginlestirilir. Sonrasinda tamamlayici DNA’ya (cDNA)
ters kopyalanir. cDNA dizileri fragmanlara ayrilir, rastgele secilerek PCR ile
amplifiye edilir boylece dizileme icin c¢cDNA kiitiiphanesi elde edilmis olur.
Dizileme ciktisi, icerisinde niikleotidlerin siralandigi milyonlarca kisa okumadan
olusmaktadir [75], [79], [80]. Bu kisa okuma dizileri 50-350 baz cifti (bp)
arasinda herhangi bir uzunlukta olabilir. Dizileme icin kullanilan kiitiiphane
yalnizca belli uzunluktaki parcalar: tutmak icin dizileri yeniden boyutlandirir yani
filtreler. Bu adimdan sonra kisa okumalar tekrar birlestirilmekte ve ismine

transkriptom derlemesi adi verilmektedir [80]-[82].

Diziler referans kilavuzlu veya de novo olarak birlestirilebilir. Referans kilavuzlu
yaklasimda organizmanin veya yakin bir tiiriin genomu gereklidir. Daha sonra
okumalarin hangi genlerden kaynaklandigini belirlemek ve ardindan ona karsilik
gelen transkriptleri yeniden yapilandirmak i¢in okumalar bu referans genomla

eslestirilmektedir [81].

De novo transkriptom diizeneginde ise referans kilavuzlunun aksine referans
gerekmemektedir. Akis semas1 Sekil 2.3’de gosterilmistir. Yeniden yapilandirma
siirecine kaynaklik edecek herhangi harici bir bilgi bulunmadigi icin siirec latince
anlamiyla en bastan (sifirdan) yani de novodur. Yalnizca okumalarda yer alan
bilgiler kullanilarak gerceklestirilmektedir. Bu yaklasim bir genom mevcut
olmadiginda veya referans kilavuzlu bir derleme istenmediginde tercih edilir [81],
[83]. Ancak de novo birlestirilmis diziler kendi baslarina bilgi vermezler. Onlar
oncelikle anlasilir sekilde tanimlanmali ve sonrasinda biyolojik anlamliliklarinin
ortaya konulabilmesi i¢in fonksiyonel ve evrimsel oOzelliklerinin karakterize

edilmesi gereklidir. Bu siirece yeni acgiklamalar eklenmesi veya transkriptom
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anotasyonu adi verilmektedir. Bu siirecin amaci dizilerin islevlerini aciklamak

oldugundan genellikle fonksiyonel anotasyon olarak da adlandirilir [78].
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Sekil 2.3 de novo transkriptom derlemesinin akis semasi [78]

2.2.1.1 Derleme Oncesi Kalite Kontrol ve Filtreleme

Dizileme isleminde {iretilen okumalar derleme icin gerekli verileri olusturur.
Modern dizileme teknolojilerinin hata oranlar1 diisiik olsa da iirettikleri veriler
hatasiz degildir [84]. Okumalarin bollugu, okuma uzunlugu, GC icerigi, k-mer
bilesimi ve sistemsel hatalar gibi pek ¢ok etmen derlemenin kalitesini ve sonraki
tim siireci dogrudan etkiler [85]. Bu nedenle de novo transkriptom

derlemesindeki ilk adim okuma verilerinin kalite kontroliinii icerir. Bu asamadaki
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kalite kontrol hem verilerin kontroliinii hem de gerekli goriildiigiinde diizeltmeyi

veya filtrelemeyi ifade eder.

Derleme Oncesi kisa okumalarin kalitesi icin, baz basina PHRED kalite puani,
tanimsiz (N) bazlarin ortalama goériilme siklig1, GC igerigi, okuma uzunlugunun
dagilimi, asir1 temsil edilen dizilerin tespiti ve adaptér kalintilarinin varliginin
kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu kontrollerin yapilabilmesi icin hizli sonug
veren ve sonuclar1 grafikler ve gorsellerle destekleyen FastQC [86] birden fazla
veri seti birlikte incelenmek isteniyorsa MultiQC [87] ve FastQC’ye alternatif yeni

bir arac olarak Falco [88] kullanilabilir.

Sonraki adimda anormal okumalar1 diizeltmek veya hari¢ tutmak icin cesitli
onlemler alinabilir. Uygulanacak ilk prosediir k-mer tabanli okuma hatalaridir.
Rconnector [89] dizileme esnasinda olusturulan rastgele hatalar1 diizeltmek icin
kullanilabilir. Kalite kontrol sonuglar1 verilerde adaptor varligi tespit ediyorsa
bunlar birlestirmeden o6nce kaldirilmalidir. Bunun icin cutadapt [90]
kullanilabilir. Dizileme verilerinde belirsiz baz iceren (N) okumalar da
bulunabilmektedir. Benzer sekilde veriler istenilen minimum kalite skorunda
tutulmak {izere filtrelenebilir. Ayn1 zamanda asir1 kisa okumalar1 verilerden
cikarmak da faydali olabilir. Otomatik adaptor algilama ve cikarma, N icerigi
tespiti ve ¢ikarma, diisiik kaliteli bazlarin filtrelenmesi gibi islemlerin tiimii icin
Fastp [91] kullanilabilmektedir. Bu araca alternatif bir ara¢c da Trimmomatic [92]

aracidir.

Temel temizlik islemi gerceklestirildikten sonra, veriler kirleticilerin varhigi
acisindan degerlendirilebilir. Bunlar tipik olarak ilgili organizma tiirtinden
ve/veya RNA tiiriinden kaynaklanmayan okumalardir. Iki tiir kirleticiden
bahsedilebilir, yabanci kirleticiler ve ayni kokenli kirleticiler. Yabanci kirleticiler
icin yani farkli organizma kalintilar1 icin Kraken2 [93] kullanilabilmektedir. Ayni
kokenli kirleticiler icinse hedef RNA tiirii disindaki Kkirleticilerdir. Bunun igin

SortMeRNA [94] kullanilabilmektedir.
2.2.1.2 De novo Transkriptom Derlemesi

RNA-seq okumalari, farkli transkriptlerin farkli boliimlerine karsilik gelen

parcalarin bir karisimini icerir. Transkripsiyonel giiriilti [95], [96], dizileme
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hatalar1 [97] ve alternatif derleme [98], [99] kaynakli transkript izoformlar1 da
bu verilerde temsil edilmektedir. Derlemenin amaci bu belirsizligi dogru bir
sekilde ortadan kaldirmak ve kaynak dizilerin hatasiz bir sekilde temsili icin
yeniden olusturmaktir. Bu tipik olarak daha uzun, birlestirilmis diziler yani

kontigler elde etmek icin Ortiismeleri inceleyerek elde edilir [81], [100].
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Sekil 2.4 Trinity transkriptom derlemesinin isleyisi [101]

De novo derlemesi icin cok sayida ara¢ mevcuttur, en bilindik De Bruijn tabanlh
derleme programi Trinity’dir [14], [101]. 2011’de yayinlanmasindan bu yana ilgili
yayina 10.000’den fazla atif yapilmistir. Cok kapsamli iliskili pek cok araca sahiptir
ve kullanimi nispeten kolaydir. Trinity'nin en belirgin 6zelliklerinden birisi

biyolojik olarak birbiriyle iligkili olabilecek kontig kiimlerini tanimlamasidir ve
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bunlar1 izoform olarak belirlemesidir [102], [103]. Trinity'nin transkriptom
derlemesinin adimlar1 Sekil 2.4’te gosterilmistir. Bu programa alternatif olarak

SOAP-denovo [104], Oases [105] ve Trans-ABySS [106] gibi derleyici verilebilir.
2.2.1.3 Derleme Sonrasi Kalite Kontrol

RNA-seq verilerinin karmasik dogasi nedeniyle de novo diizenekler intronik
dizileri ve diger transkripsiyonel yan iiriinleri icerebilirler. Ayrica birlestirme
isleminin kendisinin de hatalara acik bir isleyisi vardir [107]. Ilgisi olmayan fakat
benzer transkriptler zaman zaman birlestirme esnasinda yanlis bir sekilde tek
kontigde birlestirilebilmektedir [108] veya k-mer uzunluk secimleri uygun
olmadig: icin hatali birlestirmeler meydana gelebilmektedir. Bu nedenle bir de
novo transkriptom derleme diizeneginin kalitesini degerlendirmek aciklama
eklemekten ve ileri seviye analizlerden daha 6nemli bir adimdir. Diisiik kaliteli bir
derleme genlerin tanimlanmasi ve diferansiyel ifade analizi gibi pek cok analizde

hatali yorumlamalara sebep olabilmektedir [78].

Bir derlemenin kalitesi birkac acidan degerlendirilebilir. Birincisi dizi uzunlugu ve
parcalanmadir. Cok sayida kisa kontig iceren bir derleme parcalanmis olarak kabul
edilebilir. Bunun kotii dizileme veya yanlis birlestirme sonucu olmasit miimkiindiir.
Dizi uzunlugu istatistiklerini (N50) hesaplamasi icin SegKit [109] ve benzeri
araclar kullanilabilir. Ikincisi ise okumalarin kullanilma oramdir. Kaliteli bir
derleme, okumalarin cogunu kullanildig1 ve ayrica cok fazla diziyle eslesen
okumalarin az miktarda oldugu derlemelerdir. Bu oOl¢iimlerin tiimii okumalari
birlestirilmis dizilere gore hizalayarak kolayca kontrol edilebilir. N50 metrigi,
genom diizenegindeki niikleotitlerin yarisimin bu uzunluga esit veya daha uzun
dizilerde oldugu dizi uzunlugunu tanimlayan basit bir 6l¢iidiir [110]. Deger tim
genom elemanlarinin tam birlesimini gosterir. Bu sebeple Trinity N50 yerine
ExN50 kullanilmasini tavsiye eder. Boylelikle tiim genom elemanlarinin
degerlendirilmesi gibi sadece tam uzunluktaki dizilere odaklanmaz aksine kisa
okumalarin Onemini ortaya koyar. ExN50 metrigi, geleneksel N50’nin
transkriptom diizeneklerini degerlendirmek icin uygun hale getirilmis halidir. Bu

yaklasim Trinity tarafindan kullanilmaktadir [14].
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De novo transkriptom diizeneklerinin kalitesini degerlendirmek amaciyla zamanla
bazi araglar gelistirilmistir. Bu araclar temelde bahsedilen metrikleri olcer ve ek
istatistikler barindirir. Bu konuda en popiiler ara¢ TransRate’dir [111]. Bunun

disinda DETONATE [112], rnaQUAST’da [113] kullanilabilmektedir.
2.2.1.4 Hizalama ve Bolluk Tahmini

Okumalarin hizalanmasi ve transkript bollugu tahmini genis anlamiyla RNA-seq’in
DE analizi icin kullanilir. Okumalarin haritalamasi bolluk tahmini icin bir 6n
kosuldur [114]. Bununla birlikte, derlemenin kalite kontrolii icin hizalama
metrikleri de kullanilabilir. Iyi kalite de novo derlenmis bir transkriptom
okumalarin biiyiik cogunlugunun derlemeye eslesmesi/hizalanmasi anlamina
gelir. Yani okumalarin pek cogu birlestirme esnasinda kullanilmis olacaktir. Genel
bir kural olarak okumalarin %70’den fazla oranda derlemeye katkisi ve
haritalanmayan c¢ok az okuma iyi bir derleme anlamina gelmektedir. Yine bazi

okumalar birden fazla kontig ile de eslesebilmektedir.

Bolluk tahmini, adindan da anlasilacag: gibi, derlemedeki transkriptlerin ifade
diizeyinin anlasilmasi siirecini ifade eder. Bolluklar tahmin edilmektedir ¢linkii
coklu eslesen okumalarin kaynagini belirlemek imkansizdir ve transkriptlerin
gercek ifade seviyeleri genellikle bilinememektedir. Bu nedenle, cogu yontem tipik
olarak transkript bolluklar1 i¢in olabilecek maksimum degerleri iiretir. Bu degerler
transkript bazinda okuma destegini ve milyonda transkript (TPM) gibi
normallestirilmis bir ifade metrigini icerir. Bu degerler DE analizi i¢in ¢ok

onemlidir, ancak derlemenin kalite kontrol amaclari icin de kullanilabilir [78].

Okuma hizalamasi ve bolluk tahmini genellikle birlikte yapilir. Bu prosediirde iki
ana yaklasim vardir. Birincisi okumalarin ilk olarak Bowtie2 [115] veya STAR
[116] gibi genel amach bir hizalayici kullanarak derlenmis kontiglere hizalandigi
iki asamal1 bir islemdir. Ciktis1 dizileri ve bunlara hizalanmis okumalari listeleyen
BAM [117] dosyasidir. Bu dosya daha sonra bolluk tahmini yapmak icin RSEM
[118] ve benzeri aracta kullanilir. Buna alternatif diger yol ise tek adimli gercek
olmayan hizalama yapan yaklasimdir. Bu yol benzer yaklasimlara sahip Kallisto
[119] ve Salmon [120] adinda iki gercek olmayan hizalama yapan arac

kullanilarak uygulanabilmektedir.
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Gercek olmayan hizalama yapan araglar nispeten yiiksek dogruluklari ve kullanim

kolayliklar1 ve hizlar1 sebebiyle tercih sebebi olmaktadirlar.
2.2.1.5 Derlemenin Kiigiiltiilmesi ve Gereksiz Tekrarlarin Azaltilmasi

De novo derleyiciler tipik olarak genomdaki genlerin sayisina bagli olarak
beklenenden cok fazla dizi iiretir [121]. Derleme sonucunda elde edilen kontigler
protein kodlayan transkriptlere ek olarak transkripsiyonel olusumlar, pre-mRNA
ve ncRNA'y1 icerir [107]. Ayrica fazla dizilerin bagka bir kaynagi transkript
izoformlar1 olarak ortaya cikan alternatif birlestirmelerdir [102], [103], [122].
Tiim bu dizileri saklamak her zaman gerekli olmayabilir. Bu nedenle derlemenin
kiiciiltiilmesi kontrol edilebilir boyutlarda bir dizi seti elde etme yolunda 6nemli

bir adim olabilir.

Kiciiltmeye yonelik ilk yaklasim tiim derlemeye gore temsili olarak kabul
edilebilecek kontigleri manuel olarak sec¢mektir. Fakat derlenen kontigler
arasindaki iliski onceden bilinmeden bunun yapilmasi miimkiin degildir. Artik
cogu popiiler derleyici transkriptleri otomatik olarak izoform gruplara

ayirmaktadir.

Derlemenin kiiciiltilmesi icin ikinci yaklasim, bir kiimeleme araci kullanmaktir.
Bu 6zellikle derlenen kontiglerin belirsizligi giderilmis gen-izoform iliskisine sahip
olmadig1 veya derlemenin gercekten fazla oldugu yani hemen hemen ayni diziye
sahip bircok kontigin bir araya getirildigi durumlarda yararhidir. Kiimeleme
araclar CD-HIT [123], [124] ve MMSeq2 [125] dizileri kiimeler halinde

gruplandirmak ve temsili dizileri ortaya ¢ikarmak icin kullanilmaktadir.

Derlemenin kiiciiltiilmesi icin diger bir yaklasim SuperTranscripts [126] araci ile
sunulmaktadir. Ara¢ her gen kiimesi icin temsili bir izoform secmek yerine

izoformlardaki benzersiz eksonlari tek bir dogrusal dizi haline getirir [14].

Derlemenin kii¢iiltiilmesi islemi gerekli goriildiigii hallerde yapilmalidir.
Derlemenin kiiciiltiilmesi sezgisel bir adimdir, de novo olarak bir araya getirilmis
kontiglerin  kokenleri  bilinmemektedir ve oOnemli biyolojik bilgiler
tasiyabilmektedirler, = derlemede  temsil edilmesi gereken  dizilerin
kaybolabileceginin goz oniinde bulundurulmasi ve buna gore dikkatli olunmasi

gereklidir.
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2.2.1.6 Diferansiyel ifade Analizi

Fizyolojik veya cevresel kosullardaki degisikliklere yanit olarak gen ifadesindeki
degisiklikleri degerlendirmek, RNA-seq yaklagsiminin ana hedeflerinden biridir. En
basit durumda bu, deney ve kontrol kosullarina maruz birakilan 6rneklerden
RNA'nin yakalanmasiyla elde edilir. Daha sonra, dizilenen okumalar kontrol
senaryosundan farkli olarak deneysel kosullar altinda ne kadar farkli ifade
edildigini degerlendirmek i¢in organizmanin genlerine haritalanir. Bu Diferansiyel
Ifade Analizi olarak ifade edilir [127]. Bu tiir ifade karsilastirilmalar1 yoluyla cesitli

kosullar altinda genlerin etkinligi hakkinda bir bakis elde etmek miimkiindiir.

Bir DE analizini gerceklestirmek i¢in organizmanin gen dizileme veri koleksiyonu
gereklidir. Aciklamali bir genom mevcutsa genlerin kendileri kullanilabilir.
Herhangi bir genom mevcut degilse, transkriptler genlerin temsil edildigi de novo
transkriptom derlemesi ile elde edilen referans genom ile temsil edilebilirler. DE
analizi icin gerekli olan bir de novo transkriptom diizeneginde, tiim kosullardan
gelen okumalar ve tiim kopyalar derleme igin bir araya toplanir: bu, okumalarin
daha sonra eslenebilecegi ve nicellestirilebilecegi tek, ortak bir “referans”

transkriptom {retir [14].

Daha sonra, veriler DE'nin ortaya ¢ikarilabilmesi icin analiz edilirler. Sonuc olarak
ortaya cikan tablo, her satirin benzersiz bir diziyi temsil ettigi ve her siitunun
benzersiz bir 6rnegi veya kopyay1 temsil ettigi bir veri setidir. Bu tablodaki her
hiicre, belirli bir o6rnek kopyada belirli bir diziye atanan okuma sayisin

gostermektedir.

DE analizi yapabilen cesitli programlama dillerinde bir dizi paket vardir.
Uyguladiklar yontemler farklilik gosterse de [114] hepsi benzer gorevleri yerine
getirirler: Ornekler arasindaki siralama derinliklerindeki farkliliklar1 hesaba
katmak icin okuma sayilarin1 normallestirmek [128], istege baglh olarak gereksiz
bilgiyi azaltmak [129], veriye okuma sayilar1 dagilimi eklemek, her bir genin
ilgilenilen kosullar arasindaki ifade farklarini test etmek ve ¢oklu testlerle iiretilen

P degerlerini diizeltmek.

Bir genin veya transkriptin diferansiyel olarak ifade edilip edilmedigi bir dizi

sayisal degerle belirlenir.
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Diizeltilmis P degerleri, iki kosul arasindaki genlerin veya transkriptlerin
ifadesindeki farkin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini gosterir. Kiiciik bir
P degeri, iki kosul arasindaki okuma sayilarinin farkliliginin tamamen sansa bagh
olma olasiliginin ¢ok diisiik oldugunu gosterir, yani farkin kaynaginin biyolojik bir

fenomen olmasi kuvvetle muhtemeldir.

log2FoldChange degeri, ifadedeki farkin biiyiikliigiinii tanimlar: iki kosuldan biri
temel alinir ve digerinin ifadesindeki degisiklik buna gore hesaplanir. Adindan da
anlasilacagi gibi, bu, karsilastirilan iki kosulun ortalama sayilarinin oraninin log2
degeridir. Pozitif bir log2FoldChange (Ifc) degeri, karsilastirma icin temel olarak
benimsenen kosula gore yukari diizenlemeyi, negatif bir deger ise asagi

diizenlemeyi gosterir [78].

Giunimiizde DE analizi i¢in kullanilan en popiiler araclarin tiimii R istatistiksel
programlama dili ile kullanilmak tizere gelistirilmistir. Bu amacla en sik kullanilan

programlar DESeq2 [130], edgeR [131] ve Limma [132], [133].
2.2.1.7 Dizilerin Translasyonu

RNA-seq verilerinin ileri analizlerinde protein kodlayan dizilerin (CDS) dogru
karakterizasyonu, sadece bir transkriptomun protein kodlayan kisminin profilini
cikarmak icin degil, ayn1 zamanda UTR’lerin ve gen diizenlemesi baglaminda ilgi
cekici olabilecek kodlamayan dizi ve bolgelerin siniflandirilmasi icin de 6nemlidir

[134].

Kodlama bolgelerini tahmin edebilen ve ardindan bunlar1 amino asit dizilerine
cevirebilen bircok ara¢ vardir. Bu araclarin prensibi, tahminleri i¢in niikleotid
bilesiminin yani sira acik okuma cercevelerinin (ORF) uzunlugunu da hesaba
katan olasilikli modellere dayanmaktadirlar. Bu araclardan baslicalar

TransDecoder [14], Prodigal [135] ve CadAn’dir [134].
2.2.1.8 Transkriptoma Islevsel Aciklama Eklenmesi

Bir transkriptom derlendikten ve kalite kontrolii yapildiktan sonra, dizileri,
verilerin elde edildigi kosullardaki tek tek ve toplu olarak temsil ettikleri
islevselligi aydinlatmak icin incelenebilir. Ornegin derlenmis transkriptomdaki

asir1 temsil edilmis bir transkript bir yapisal proteini kodlayabilir, bu da 6rnegin
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alinmasi esnasinda hiicrede gerceklesen yapisal bir modifikasyon aktivitesi

varlhigini ifade eder.

Islevsel aciklama, in siliko yontemlerini kullanarak dizinin biyolojik islevselligi ile
ilgili bilgiler cikarma ve atama islemidir. Islevsel aciklamanin genellikle
mRNA’larin aciklamasina atifta bulundugu anlasilir, ¢iinki bu dizilerin cevrildigi
proteinler hiicre icinde cesitli aktiviteler yiiriitiirler ve dolayisiyla hiicrenin
isleyisine katkida bulunurlar. Bu nedenle islevsel aciklama siirecinin RNA

siniflandirmasi ve amino asit dizisi tahmini ile basladig1 sdylenebilir.

Transkriptoma islevsel aciklamalar eklenmesine standart bir yaklagim getiren
tanimlama heniiz ortaya konulamamistir. Fakat su adimlar islevsel agiklama
prosediiriinde kullanilmaktadir. Dizi arama yoluyla homoloji transferi ve kimlik
atamasi, dizi Ozelligi aciklama ve Gen ontolojisi (GO) ve biyokimyasal yol
aciklama. Sekil 2.5’te gosterilen bu ii¢ adimin tiimii zorunlu degildir ve kesin

cizgilerle ayrilmamstir [78].

Homology transfer Gene Ontology terms Sequence feature annotation
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Sekil 2.5 Transkriptoma iglevsel aciklama eklenmesi adimlar1 [78]

a- Homoloji Transferi Yoluyla Kimlik Atamasi

Homoloji transferi, transkriptoma islevsel aciklama eklemenin en temel bicimi
olarak kabul edilebilir. Bu asamada, bir dizi aramasi temelinde daha oOnce
tanimlanmamuis bir diziye tanimlayici bir kimlik ve islevsel 6zelikler atanir. Bu
yontemle derlenmis diziler arama araclarina sorgu olarak girilir. Iyi aciklamali

referans dizilerden olusan bir veritabaninda eslestirilir [136]. Birden fazla eslesen
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sonuctan e-degeri en diislik olan yanit sorguya cevap olarak kaydedilmis olur. E-
degeri gozlemlenen dizi benzerliginin tamamen sans eseri olarak ortaya ¢ikma
olasihiginin bir gostergesidir [137]. Baska bir deyisle yeterince diisiik e-degeri
korunmus islevi ima eden homolojinin gostergesidir ve bu sebeple bu adima

homoloji transferi ismi verilmektedir [137].

Homoloji transferi hem niikleotid dizileriyle hem de transkriptomlardan cevrilmis
protein dizileriyle gerceklestirilebilir. Proteinler onlarin karsiligi olan mRNA
dizilerinden daha fazla korunurlar. Protein dizi aramalar1 21 amino asitlik
genisletilmis alfabesi ve niikleotid karsiliklarina kiyasla daha kisa dizi uzunluklari

nedeniyle daha hassas ve hizlidirlar [78].

Bu amac icin en sik kullanilan dizi arama arac1t BLAST+ [138] paketidir. BLAST,
farkli arama stratejileri icin uzmanlasmis birka¢ alt aractan olusur. Blastn,
niikleotid dizi hedeflerine karsi niikleotid sorgusu yapmak {izere; blastp, amino
asit sorgularina karsiik amino asit hedeflidir. Paket ayrica blastx ile niikleotid
sorgular1 yapilarak amino asit hedeflerinin taranmasini saglar. Yine paket yiiksek
hassasiyetli taramalar icin iki secenek sunmaktadir, deltablast, amino asit
sorgularina karsilik amino asit veritabanlarinda hassas aramalar yapar, Psiblast ise
dizi profili aramalarini kullanarak amino asit sorgularini amino asit veritabaninda
tarayarak protein homologlarim1 tespit eder. Blast dizi aramalarinin temel
dayanagi olmasina ragmen ¢ok yavastir ve artan girdi boyutlariyla hiz ag¢isindan
Olceklenememektedir. De novo transkriptomlarina agiklama eklemek icin 100
binden fazla sorgu yapmak gerekebileceginden BLAST, 6zellikle biiyiik is akislar1
icin uygun olmayan bir segcenek halini almaktadir. BLAST’a alternatif olan hem
hizli hem de yiiksek hassasiyette birkac ara¢ mevcuttur. Diamond [139], yalnizca
protein veri tabanlarinda arama yapmaya yonelik 6zel amacli bir aragtir. Diamond
hem hizli hem de BLAST komut satirini taklit etmesi sebebiyle tercih sebebidir.
Diger alternatif ise MMseqs2 [125], bazi yetenekleri ile BLAST’a esdeger bir

alternatif olabilmektedir.

Homoloji aktarimi yoluyla aciklamanin kalitesi, kullanilan referans veritabaninin
kalitesine baghdir. Yakindan iliskili tiirlere ait referanslardan olusan tek bir

veritabani potansiyel olarak daha az yanlis aciklamayla sonuclanacak olsa da,
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siniflandirmadan bagimsiz bir veritabani gozden kacabilecek yeni dizilere

aciklama eklemede degerli olabilmektedir.

Tamami referans veritabani olarak kullanilabilen veya manuel olarak secilmis bir
referans dizisi seti icin kaynak olarak kullanilabilecek birka¢c genel amach
veritabani mevcuttur. NCBI'ln NR (protein) ve NT (niikleotid) veritabanlari [140]
glinimiizde aktif olan en biiylik dizi veritabanlaridir. Uniprot konsorsiyumunun
Swiss-Prot veritabani manuel olarak kontrol edilmis yiiksek kalitede protein
dizileri barindirmaktadir. UniProt/TrEMBL veritabanmi [141] daha fazla sayida
diziye sahip karsiligidir.

b- Dizi Ozelliklerinin A¢iklamalara Eklenmesi

Aciklama eklenmesinin cok 6nemli bir yonii protein domainleri, diizensiz bolgeler,
motifler, transmembran sarmallar ve benzeri islevsel dizi 6zelliklerinin kesin
olarak tanimlanmasidir. Bunlara homoloji aktarimi yoluyla aciklama
eklenebiliyorken bu siire¢c hem hataya acik hem de aciklamalar yeterli olmayabilir.
Bu sebeple bu tiir aciklamalarin eklenebilmesi icin bu 6zelliklerin varligini acikca

tespit eden yaklasimlar tercih edilmelidir.

Protein domainleri HMMER3 [142] adli aracla tespit edilebilmekte, sinyal
peptitleri SignalP [143] araciyla tahmin edilmektedir, fLPS [144] ise protein

motiflerini tahmin edebilmektedir.

InterProScan [145], bircok 6zellik tahmin metodunu, veritabanlarini ve analizleri
tek bir kullanic1 dostu araytizle bir araya getiren ¢cok yonlii bir aragtir. Proteinlerin
fonksiyonel ve yapisal alanlarin1 aciklamanin yani sira dizileri gen ontolojisi
temelinde protein aileleri seklinde siniflandirmak ve transmembran bolgelerini

tespit etmek icin de kullanilir.
c- Gen Ontolojisi ve Yolak Aciklamasinin Eklenmesi

Dizileri belirli biyolojik olaylarla tutarli bir sekilde iliskilendiren kontrol edilmis
bir sozliikten (ontoloji) tanmimlayicilar kullanmak oldukca yararl olabilmektedir.
Bu amacla, derlenen diziler Gen Ontoloji (GO) terimleriyle aciklanabilir [146],

[147]. GO terimleriyle dizilere aciklama eklemek icin birkac olasilik vardir.
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Ik olarak, GO terimleri dizi arama yoluyla homolog dizilerden transfer
edilebilirler. InterProScan [145] kullanilarak -goterm komut satir1 girdisi
kullanilarak terimlere aciklama eklenebilir. Buna alternatif agik kaynak bir yazilim
olan eggNOG-mapper [148], [149] bagimsiz bir GO aciklama araci olarak
kullanilabilir. Diger bir alternatif, lisansli bir ara¢ olan BLAST2GO’nun da islevsel

aciklama paketi mevcuttur [150].

Yolak aciklamasinin eklenmesi dizilerin bir veya daha fazla biyokimyasal yolak
atanmasim ifade eder. Iki popiiler yolak aciklayan veritabani vardir, The Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) [151], [152] ve Reactome [153].
Reactome daha insan merkezli oldugu icin KEGG’i 6zellikle model olmayan
organizmalar icin daha yaygin kullanilan bir veritabani haline getirmistir.
InterProScan, eggNOGmapper ve BLAST2GO bu veritabanindan bilgiler
cekebilmektedir, farkli bir ara¢ kullanimina ihtiya¢ duyulmamaktadir. Alternatif
olarak aciklama ekleme paketi olan Trinotate Swiss-Prot ve BLAST sonuclar1 gibi

pekcok GO aciklama eklenmesini destekler [14].
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

RNA izolasyonu yapilacak olan C. colurna L. ve C. avellana L. Tombul bitki
orneklerinin alinacagi agaclar icin, tiir tespitlerinin dogru yapildigindan ve gecmis
hikayelerinin bilindigi ve kontrollii bir sekilde biiyiitiildiigiinden emin olunan

Giresun Findik Arastirma Enstitiisii uygulama bahceleri tercih edilmistir.

Ornek alma dénemi olarak findik bitkilerinin gelisimi icin aktif bir dénem olan
Nisan-Mayis aylar tercih edilmistir. Secilen agaclar meyve verme olgunluguna
erismis 6-10 yillik agaclardir. Ornek alimu icin, Tombul Findik icin 3 agac ve Tiirk
Findig1 icin 3 agac, toplam 6 agac kullanmilmistir. Her bir agacin yaprak, erkek ve
disi cicek, tomurcuk ve zuruf 6rnekleri ayri ayri toplanmais ve sivi azotta korunarak

laboratuvara tasinmis, laboratuvarda ise -80 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2 Yontem

3.2.1 Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonlar1 RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) kullanilarak her bir findik
agacindan temin edilen 4 dokudan ayr1 ayr1 yapilmistir, ardindan DNA

kontaminasyonunu 6nlemek i¢cin RNase-free DNase I (Qiagen) kullanilmustir.
Total RNA eldesi icin su adimlar izlenmistir:

1. -80 °C’de muhafaza edilen 6 agaca ait toplam 24 farkli 6rnek laboratuvar
kosullarinda sivi azot ve havan kullanilarak toz haline getirilmistir.

2. Her bir izolasyon icin kullanilmak {izere Buffer RLC hazirlanmustir.

3. Her bir izolasyon icin kullanilmak {izere Buffer RPE hazirlanmistir.

4. Tiiplere 100’er mg o0rnek dokulardan konulmus, iizerlerine 450 pg Buffer
RLC eklenerek ve giiclii bir sekilde vortekslenmistir.

5. Ardindan lizat 2 ml'lik lila kolonlu koleksiyon tiipiine aktarilmis, 2 dk en

yliksek devirde santrifiij edilmistir.
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Stipernatantlar alinip yeni tiipe aktarilmistir. Aktarilan kisimlar 6l¢tilmdis,
degerin yarisi kadar etanol konulmustur.

Ornekler 2 ml'lik pembe kolonlu koleksiyon tiipiine aktarilmis ve 15 sn
10.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Alt kisim atildiktan sonra, spin kolona sirasiyla 700 ul Buffer RW1 eklenip
15 sn 10.000 rpm’de santrifiij edilip alt taraf atilarak, 500 pl Buffer RPE
eklenip 15 sn 10.000 rpm’de santrifiij edilip alt taraf atilarak ve son olarak
500 Buffer ul RPE eklendi 2dk 10.000 rpm’de santrifiij edilerek islemler
tamamlanmuistir.

Koleksiyon tiipii bosaltilip tekrar 1 dk en yiiksek hizda santrifiij edilen
kolonlar yeni koleksiyon tiiplerine tasinmig ve 30 ul RNase-free water
konulmus, tekrar 1 dk 10.000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu iki defa

tekrarlanarak islem sonlandirilmistir.

RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) sonrasi elde edilen total RNA’larin RNA

konsantrasyonunu artirmak ve piirifiye etmek icin RNA MinElute Kit (Qiagen)

kullanilmistur.

RNA MinElute Kit (Qiagen) ile su islemler yapilmistir;

1.

Orneklerin hacimlerinin ul'ye ayarlanmasi icin niikleazsiz su kullanilmustir.
350 pl Buffer RTL eklenerek karistirilmustir.

250 ul %100 etanol eklenip karistirilarak RNAnin diliie olmasi
saglanmustir.

Ornekler 2 ml'lik 6zel tiipteki RNeasy MinElute spin kolonlarina aktarilmis
ve 15 sn 10.000 rpm’de santrifiijlenmistir. Sonrasinda filtreden gec¢en kisim
atilmastir.

Spin kolonlar yeni 2 ml'lik 6zel tiiplere yerlestirilmistir. 500 pl Buffer RPE
eklenerek 2 dk 10.000 rpm’de santrifiijlenmistir.

RNeasy MinEliite spin kolonlar1 yeni 2 ml’lik 6zel tiiplere yerlestirilerek
membranin kurumas: i¢in 5dk en yiiksek hizda santrifiijlenmistir ve

filtreden gecen kisim atilmistir.
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6. Spin kolonlar yeni 1.5 mllik tiiplere alinmis ve 14 pl niikleazsiz su
dogrudan spin kolona uygulamistir. RNA'nin eliie olmasi icin en yiiksek

hizda 1 dk santrifiijlenmistir.

Tiirk Findiginin 3 agacindan elde edilen 12 farkli total RNA'dan RNA havuzu

olusturulmustur. Bu islem Tombul Findik 6rnekleri i¢in de tekrarlanmistir.
3.2.2 RNA’larnn Kalite Kontrolii

Elde edilen RNA’larin kalitesi Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
scientific) ile NanoDrop o6l¢iimii ve MOPS jel elektroforez yontemi ile teyit
edilmistir. NanoDrop spektrometresinde 230, 260 ve 280 dalga boylarinda 6l¢iim

yapilmustir.

Formaldehit jel elektroforezinde yiiriitme tamponu olarak 1X MOPS buffer
kullanilmustir. Izole edilen RNA’larin biitiinliigii anlamak icin, Formaldehit jele
1,25 pL ornek yiiklenmis ve 60 volt enerjiyle 1,5 saat yiritiildiikten sonra

gorilmiistiir.

Intakt RNA’larin kalitesi, YND’nin yapildig1 Beijing Genomics Institute (BGI)’de
Agilent 2100 Bioanalyzer yardimiyla tekrar analiz edilip dizileme icin uygunlugu

onaylanmustir.
3.2.3 RNA Dizileme

YND yapilmak iizere iki findik tiiriine ait izole edilip kalite kontrolleri yapilan total

RNA’lar uygun konsantrasyonlarda BGI firmasina gonderilmistir.

BGI, Agilent 2100 ve NanoDrop yontemi ile tekrar miktar ve kalite tayini yapmis

ve sekanslama icin kaliteli RNA elde edildiginden cDNA kiitiiphanesi kurulmustur.

cDNA kiitiiphaneleri Illumina HiSeq 4000 Dizileme Sistemi (Illumina, Inc., ABD)
kullanilarak dizilenmistir. Dizileme sonrasi tiim ham veriler filtrelenmistir. Bu
filtreleme islemi adaptorlerin, diisiik kaliteli verilerin ve kontaminasyonlarin

uzaklastirilmasi seklinde gerceklestirilmistir.
3.2.4 RNA-seq Analizleri

BGI tarafindan yapilan dizileme sonucu elde edilen RNA-seq verileri, adaptor

kalintilar1 ve disiik kaliteli dizilerden arindirilmis sekilde temiz veri olarak
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gonderilmistir. C. colurna L. ve C. avellana L. findik tiirine ait iki RNA-seq
verisinin biyoinformatik analizlerine; FastQC ile dizilemenin kalite kontroliiniin

yapilmasi, Trinity ile derleme ve GO analizleri seklinde devam edilmistir.
3.2.4.1 Hazirhk

Biyoinformatik analizler icin isletim sistemi olarak temelde Linux Ubuntu versiyon
21.04 kullanilmistir. Bazi aracglarin kullaniminda Windows 10 ve MacOS’da
kullanilmistir. Asagida analizler icin kullanilan bazi temel programlarin versiyon

bilgileri yer almaktadir.

FASTQC versiyon 0.11.9
Trinity versiyon 2.9.1
BLAST+ versiyon 2.9.0

MISA versiyon 2.1

3.2.4.2 Dizilemenin Kalite Kontrolii

Dizilemenin kalite kontroliiniin yapilmasi i¢in FastQC programi kullanilmistir.
FastQC, Babraham Enstitiisii tarafindan gelistirilen yiiksek ciktili dizileme

verilerinin kalite kontroliiniin yapilmasi icin hizli sonucg veren bir ¢oziimdyiir.
FastQC araciligiyla;

1. Dosya ismi, tiirii, dizi sayisi, dizilerin uzunlugu ve dizideki GC bazlarinin
orani gibi temek istatistikler,

Dizilerdeki bazlarin kalite puanlari,

Dizilerin ortalama kalite puanlari,

Dizilerin baz icerigi oranlar1 ve ortalama GC oranlari,

Dizilerdeki tahmin edilemeyen bazlarin (N) pozisyonlari,

Dizilerin uzunluklari,

Dizilerdeki duplikasyon miktari,

Asir1 tekrarlanan dizilerin baz dizilimleri ve tekrar miktarlari

0 ©® N o0 kW DN

Adaptor kalintilar1 ve k-mer icerikleri,

tespit edilmektedir.
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3.2.4.3 Trinity Kullamlarak RNA-seq’in de novo Derlemesi

Dizileme ve temizleme islemi sonrasinda elde edilen temiz okumalarin

derlemesinin gerceklestirilmesi i¢in Trinity programi [14] kullanilmstir.

Trinity RNA-seq transkript verilerinin verimli ve saglam bir sekilde de novo
derlenmesini saglayan bir programdir. Biiyiik hacimli RNA-seq okumalarini
islemek icin {ic bagimsiz modiilii biraraya getirir; Inchworm, Chrysalis ve

Butterfly.

Inchworm, RNA-seq verilerini benzersiz transkript dizileri olarak birlestirir. Tam

uzunlukta transkriptler {iretir ve bunlarin benzersiz kisimlarini rapor eder.

Chrysalis, Inchworm kontiglerini kiimeler haline getirir ve her kiime i¢in Bruijn

grafikleri olusturur.

Butterfly, Olusturulan grafikleri paralel olarak isler, alternatif izoformlar1 ve tam
uzunluktaki transkriptleri rapor eder ve paralog genlere karsilik gelen

transkriptleri ayurir.

Trinity ile iki RNA-seq verisi tek bir komut ile calistirilmis olusturulan derleme ile

diferansiyel genlerin kiyaslanmasi ve ileri analizler miimkiin hale gelmistir.
Ornek kod asagidaki gibidir.
$ PATH/ Trinity --seqType fq --max memory 64G \
--left A 1.fastq,C 1.fastq --right A 2.fastq,C 2.fastq \
--CPU 16 --output trinity outdir
Ciktilar1 incelemek icin asagidaki komut kullanilmistir.
$ head trinity outdir/Trinity.fasta
3.2.4.4 Transkript ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

Trinity tarafindan yeniden olusturulan transkriptlerin ifade seviyelerini tahmin
etmek icin ilk olarak orjinal okumalar1 Trinity transkriptlerine karsi hizalama icin
Bowtie calistirilmis, ardindan her bir kontig ile eslesen okuma sayisini tahmin
etmek icin RSEM kullanilmistir. Bu komut her findik tiirii icin ayr1 ayri

calistirilmustur.
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$ PATH /util/align and estimate abundance.pl --seqType fq \
--left A 1.fastq --right A_2.fastq --transcripts Trinity.fasta

output prefix avellana --est method RSEM  --aln method bowtie --

trinity mode
--output _dir avellana_rsem --prep_reference
Izoform seviyesinde ciktilar incelemek icin asagidaki komut kullanilmistir.
$ head avellana _rsem/avellana.isoforms.results | column -t
Gen seviyesinde ciktilar1 incelemek icin asagidaki komut kullanilmastir.
$ head avellana _rsem/avellana.genes.results | column -t
3.2.4.5 Derleme Kalitesinin Degerlendirilmesi

Trinity derleme kalitesinin incelenmesi, Trinity 0zet raporuna bakilmasi, N50,
okumalarin ne kadar temsil edildigi ve exN50 istatistiklerinin degerlendirilmesi

seklinde farkl yollarla gerceklestirilmistir.
Derlenmis transkript sayisi icin asagidaki komut kullanilmstir.
$ grep '>' Trinity.fasta | wc -1

N50 degeri, derlenen bazlarin en az yarisinin verilen degerdeki baz sayis1 kadar
kontig uzunlugunda oldugunu ifade eder. Temel istatistikler icerisinde N50, N40,

N30 gibi degerlere ulasmak miimkiindiir.
Trinity derlemesi hakkinda temel istatistikler asagidaki kodla incelenmistir.
$ PATH /util/TrinityStats.pl Trinity.fasta

Genel olarak yiiksek kaliteli bir derlemede, okumalarin en az %70’sinin uygun
ciftler olarak var olmasi beklenir. Okumalarin temsilinin tespiti i¢in su adimlar

izlenmistir.
Bowtie2 dizini olusturulmasi icin asagidaki komut kullanilmistir.
$ bowtie2-build Trinity.fasta Trinity.fasta

Okuma adina gore siralanmis BAM dosyasi elde etmek icin asagidaki komut

kullanilmuistir.
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$ bowtie2 --local --no-unal -x Trinity.fasta -q -1 A _1.fastq -2 A 2.fastq \
| samtools view -Sb - | samtools sort -no - - > bowtie2.nameSorted.bam
$ bowtie2 --local --no-unal -x Trinity.fasta -q -1 C_1.fastq -2 C 2.fastq \
| samtools view -Sb - | samtools sort -no - - > bowtie2.nameSorted.bam

ExN50 degeri N50 kontig istatistigini gostermektedir ancak en yiiksek diizeyde

ifade edilen transkriptlerle sinirhidir.
ExN50 degerinin hesaplanmasi icin asagidaki komut kullanilmistir.

$ PATH ,util/misc/contig ExN50 statistic.pl!
Trinity trans.TMM.EXPR.matrix Trinity.fasta > ExN50.stats

ExXN50 degerlerini gormek ve grafik olusturmak icin asagidaki komutlar

kullanilmustir.
$ cat ExN50.stats | column -t
$ PATH /util/misc/plot ExN50 statistic.Rscript ExN50.stats

Tam uzunluktaki kodlayan transkriptlerin sayilarim1 degerlendirmek icin BLASTX

komutuyla SwissProt kullanilmistir.

En iyi eslesen proteinleri tespit etmek iizere (E Value: 1e-20) blastx.outfmt6

dosyas1 olusturmak icin asagidaki kod kullanilmistir.
$ blastx -query Trinity.fasta \
-db sprot.pep -out blastx.outfmt6 \
-evalue 1e-20 -num_threads 2 -max_target seqs 1 -outfmt 6
En iyi SwissProt eslesmelerin uzunluklar1 gormek icin asagidaki kod kullanilmistur.
$ PATH ,util/analyze blastPlus topHit coverage.pl \
blastx.outfmt6 Trinity.fasta sprot.pep | column -t
3.2.4.6 Ornek Veri Kalitesinin Degerlendirilmesi

DE analizine gecmeden o6nce veriler incelenmelidir. Bu inceleme 6rneklerin asiri

benzer olup olmadigina bakilmasi ve data kirliliginin varliginin incelenmesidir.
Ornekleri karsilastirmak icin asagidaki kodlar ayr ayri calistirilmastir.
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$ PATH /Analysis/Differential Expression/PtR \

-m Trinity trans.counts.matrix -s samples.txt --log2 --compare samples

$ PATH /Analysis/Differential Expression/PtR \

-m Trinity trans.counts.matrix -s samples.txt --log2 --sample cor matrix

$ PATH /Analysis/Difterential Expression/PtR \

-m Trinity trans.counts.matrix -s samples.txt --log2 --CPM --prin_comp 3
3.2.4.7 Diferansiyel ifade Analizi

Diferansiyel olarak ifade edilen transkriptleri tanimlamak icin pek cok arac
mevcuttur, Bu asamada en popular uygulamalardan birisi olan edgeR
kullamlmistir. EdgeR, R icerisindeki Bioconductor paketinin bir pargasidir ve

kompleks istatistiksel analiz yontemler ile calismaktadir.

edgeR’1 calistirmak i¢in asagidaki 6rnek kodlar kullanilmistir.
$ PATH /Analysis/DifterentialExpression/run DE analysis.pl \
--matrix Trinity trans.counts.matrix --samples_file samples.txt \
--method edgeR --output edgeR_trans

Cikt1 olarak verilen “*.DE results” dosyalar1 orneklerin ikili karsilastirilmalarinin
sonucunda diferansiyel olarak ifade edilen transkriptleri tanimlamak icin

olusturulmus dosyalardir.
“* DE_results” dosyalarini incelemek i¢in asagidaki kod kullanilmistur.

$ head
edgeR trans/Trinity trans.counts.matrix. A vs C .edgeR.DE results \

column -t

Ikili karsilastirmada, P degeri 0,001 ve kat degisikligi >4 olacak sekilde ifade
edilen transkriptlerin cikarilmasi ve 1s1 haritasinin elde edilmesi i¢in asagidaki

kodlar kullanilmistir.
$ PATH /Analysis/Differential Expression/analyze dift expr.pl \

--matrix ../ Trinity trans. TMM.EXPR.matrix --samples ../samples.txt -P 1e-
3-C2
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$ we -1 diffExpr.Ple-3 C2.matrix

$ PATH /Analysis/DifferentialExpression/PtR \

-m diftExpr.Ple-3 C2.matrix.log2.centered.dat -s ../samples.txt \
--gene_dist euclidean --sample dist euclidean

--heatmap --heatmap scale limits "-4,4"

Diferansiyel olarak ifade edilen genleri hesaplamak icin asagidaki kodlar

calistirilmistur.
$ PATH /Analysis/DifterentialExpression/run DE analysis.pl \
--matrix Trinity genes.counts.matrix --samples_file samples.txt \
--method edgeR --output edgeR genes
$ PATH /Analysis/Difterential Expression/analyze dift expr.pl \
--matrix ../Trinity genes. TMM.EXPR.matrix \
--samples ../samples.txt -P 1e-3 -C 2

3.2.4.8 Islevsel Aciklama Eklenmesi

Diferansiyel olarak ifade edilen transkriptlerin hangileri olduklarini veya hangi
biyolojik islevleri temsil ettigini anlamak icin bir dizi programi kullanilmis bu
sayede bu transkriptlere islevsel aciklamalar ekleyerek anlamli hale

getirilmislerdir.

Transdecoder, transkript dizileri icerisindeki olas1 kodlayan boélgelerin tespiti icin
kullanilmaktadir. Transkriptlerdeki uzun agik okuma cercevelerini (ORF) tanimlar

ve bunlar1 dizilerin kompozisyonlarina gore puanlar.

Transdecoder iki adimli bir islemdir oncelikle tim uzun ORF’ler tanmimlanir,
sonrasinda ise hangi ORFlerin kodlanacagini tahmin eden adim calistirilir. Islem
sonunda transkriptler icindeki tahmin edilen bolgelere karsilik gelen protein

dizilerini iceren “Trinity.fasta.transdecoder.pep” dosyasi olusturulmus olur.
Kod dizilimi asagidaki gibidir.

$ TransDecoder/TransDecoder.LongOrfs -t Trinity.fasta

34



$ TransDecoder/TransDecoder.Predict -t Trinity.fasta
$ less Trinity.fasta.transdecoder.pep

Olast homolog bilgilerini yakalamak icin e-degeri le-5 olacak sekilde BLASTX
calistirilmistir. Sonrasinda sadece tahmin edilen protein dizilerinin arastirilmasi

icin BLASTP ile dizi homolojilerine bakilmistir.

Kod dizilimi asagidaki gibidir.
$ blastx -db sprot.pep -query Trinity.fasta -num_threads 2 \
-max_target seqs 1 -outfmt 6 -evalue le-5 > swissprot.blastx.outfmt6

$ blastp -query Trinity.fasta.transdecoder.pep -db sprot.pep -num_threads
2\

-max_target seqs 1 -outfmt 6 -evalue le-5 > swissprot.blastp.outfmt6

Tahmin edilen protein dizileri kullanilarak Pfam veritabanina karsi HMMER

arastirmasi yapilmistir ve korunmus alanlar tespit edilmeye calisilmistir.
$ hmmscan --cpu 16 --domtblout TrinotatePFAM.out Pfam-A.hmm \
Trinity.fasta.transdecoder.pep > pfam.log

SignalP araci sinyal peptidlerini ve tmhmm araci ise transmembrane domainleri

tespit etmek icin kullanilmistur.
Kod dizilimleri asagidaki gibidir.
$ signalp -f short -n signalp.out Trinity.fasta.transdecoder.pep > sigP.log
$ less signalp.out
$ tmhmm --short < Trinity.fasta.transdecoder.pep > tmhmm.out
$ less tmhmm.out
3.2.4.9 Veritabani Olusturulmas:

Elde edilen verilere hizli bir erisim saglamak icin bir veritabanmi olusturmak bir
gerekliliktir. Bunun icin icerisine SWISSPROT kayitlarimin, Pfam domainleri

hakkinda genel verinin oldugu Trinotate veritabani olusturulmustur. Bu
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veritabanina calismadaki sonuclar dahil edilerek ¢calismaya 6zel bir veritabani elde

edilmistir.

Asagidaki 6rnek kodlar sirasiyla calistirilarak veritabani elde edilmistir.
$ Trinotate Trinotate.sqlite init
--gene trans map ../ Trinity.fasta.gene trans map \
--transcript_fasta ../Trinity.fasta \
--transdecoder pep Trinity.fasta.transdecoder.pep

$ Trinotate Trinotate.sqlite LOAD swissprot blastx

swissprot.blastx.outfmt6

$ Trinotate Trinotate.sqlite LOAD swissprot blastp

swissprot.blastp.outfmt6
$ Trinotate Trinotate.sqlite LOAD pfam TrinotatePFAM.out
$ Trinotate Trinotate.sqlite LOAD tmhmm tmhmm.out
$ Trinotate Trinotate.sqlite LOAD signalp signalp.out
Elde edilen veritabaninin tiim verilerine ulasmak icin bir rapor olusturulmustur.
$ Trinotate Trinotate.sqlite report > Trinotate.xls

Icerisine DE verileri de dahil edilerek genis kapsamli bir veritabanina

dontstirilmistiir.
$ Trinotate/util/transcript expression/import expression and DE results.pl \
--sqlite Trinotate.sqlite --transcript mode --samples_file ../samples.txt \
--count_matrix ../Trinity trans.counts.matrix \
--fpkm_matrix ../Trinity trans. TMM.EXPR.matrix
$ Trinotate/util/transcript expression/import expression_and DE results.pl \
--sqlite Trinotate.sqlite --gene _mode --samples file ../samples.txt \
--count_matrix ../ Trinity genes.counts.matrix \

--Ipkm_matrix ../Trinity genes. TMM.EXPR. matrix
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$ Trinotate/util/transcript_expression/import expression_and DE results.pl \
--sqlite Trinotate.sqlite --transcript mode --samples_file ../samples.txt \
--DE dir /edgeR _trans
$ Trinotate/util/transcript_expression/import expression_and DE results.pl \
--sqlite Trinotate.sqlite --gene _mode --samples _file ../samples.txt \
--DE dir /edgeR_genes

3.2.4.10 Gen Ontoloji ve KEGG Yolak Analizleri

GO, genlerin fonksiyonlarina gore siniflandirildigi, standart numaralandirmaya
sahip bir sistemdir. Bu sistem genleri 3 ontoloji grubunda siniflandirir. Molekiiler
Fonksiyon (MF), Biyolojik Proses (BP) ve Hiicresel Kompanent (CC). MF
kategorisi, molekiiler seviyedeki aktivitelerin siniflandirildigi, BP kategorisi,
molekiiler faaliyetlerin biyolojik hedeflerini kategorize etmektedir. CC kategorisi
ise, hiicrealt1 yapilar ve makromolekiiler bilesenlerin hiicre i¢i lokasyonlarini ve

durumlarini ifade etmek icin kullanilmaktadir.

KEGG yolak analizi, metabolizma, hiicresel islemler, organizmalardaki sistemler,
hastaliklar ve ilag gelistirme amacli molekiiler etkilesimler, reaksiyonlar ve iligki

aglar1 hakkinda bilgi veren bir veritabanidir.

Tirk Findig1 ve Tombul Findik transkriptom verilerinin GO ve KEGG yolak
analizleri icin TRAPID online tool kullanilmis ve EggNOG 4.5.1 veritabam ile
tarama gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda Trinotate ve AmiGO da diferansiyel

olarak ifade edilen genlerin degerlendirilmesinde kullanilmistir.
3.2.4.11 SSR Varliginin Aragtirilmasi

Mikrosatellitler bitki genetigi ve adli tipta siklikla kullamilan bir isaretleme
sistemidir. SSR’larin tanimlanmasi icin MISA yazilimi kullanilmis, C. colurnal. ve

C. avellana .. Tombul derlemeleri ayr1 ayr1 ¢alistirilmistir.
Asagidaki kod 6rnegi kullanilmastir.
$ perl misa.pl colurna.fasta

$ perl misa.pl avellana.fasta
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3.2.5 RNA-seq Verilerinin Ger¢cek Zamanh Kantitatif PCR (qPCR) ile Validasyonu

C. colurna L. ve C. avellana L. Tombul RNA-seq verilerinin icerisinden bitki
biiyiimesi, direnc gelisimi, lipid metabolizmasi ve savunma gelistirme ile ilgili TL1
(Thaumatin-like protein 1), GMPM1 (18 kDa tohum olgunlasma proteini), N
(diren¢ proteini N), 2MMP (Metalloproteinaz 2-MMP), At1g29670 (GDSL
esteraz/lipaz) ve CHIB1 (Asidik endokitinaz) genlerinin gercek zamanl kantitatif

PCR (gPCR) ile validasyonu yapilmaistir.

Bitki orneklerinden Plant Mini Kit (Qiagen, USA) kullanilarak {iretici talimatlarina
gore total RNA elde edilmis, First stranded cDNA sentez Kkiti (SAMscript,
GeneMark, Atlanta) kullanilarak cDNA'nin birinci ipligi sentezlenmistir. 6 gen icin
Primer3 araciyla varsayilan parametreler kullanilarak primerler sentezlenmis ve
benzersizlikleri BLAST araciyla nr (NCBI) veritabaninda ve erime egrisi analizine

gore kontrol edilmistir. Primer dizilerinin listesi Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1 gPCR icin kullanilan primer dizileri

Gen Forward/Reverse | Sequence (5' - 3")

Forward ACTCTTCGGCCTTGTCATGG
TL1

Reverse GGGTTTCTGGTCCGCAGTTA

Forward CATATGCAGGGAGGAAAGAA
GMPM1

Reverse CTCGAGTTAAGTACCCCCAG

Forward TTATGCGAAGGACCCACACC
N

Reverse CGACTCTGCTGACTGAACCA

Forward TACTACATATTCCCGCCCGT
2MMP

Reverse TTCCCTAGCATCTCTCCAGG

Forward AGGTGGGCTGGACTCAATTC
At1g29670

Reverse AATGGCTCTGCATGTGTGGA

Forward TTGAGAGCTTCCTTGCCACC
CHIB1

Reverse TACTGTGACCGTCCGTTTGG
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Gercek zamanl kantitatif PCR (qPCR) Roche LightCycler® 480 Real-Time PCR
System (Roche, USA) araciligiyla gerceklestirilmistir. iki findik tiirii arasindaki gen

ifadesi degisiminin tahmini icin AACt karsilastirmali yontem [154] kullanilmistur.
3.2.6 RNA-seq Verilerinin NCBI Veritabanina Yiiklenmesi

NCBI Dizi Okuma Arsivi (SRA) veritabani, yiiksek verimli dizileme verilerinin
halka acik bir sekilde tutuldugu bir arsivdir. Pek cok calisma alanindan verileri
kabul etmektedir. SRA arsivi tekrarlanabilirligi artirmak ve veri analizi yoluyla
yeni kesifleri kolaylastirmak icin dizileme verilerini ve hizalama bilgilerini
depolamaktadir. Caligsmasinin sonunda RNA-seq verileri NCBI-SRA veritabanina

ytiklenmistir.

39



4

SONUGC VE ONERILER

4.1 Total RNA Izolasyon Sonuclar1 ve Karakterizasyonu

Total RNA izolasyonlar1 RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) kullanilarak her bir findik
agacindan temin edilen 4 dokudan ayr1 ayn ile yapilmis, sonrasinda DNA
kontaminasyonunu oOnlemek icin RNase-free DNase I (Qiagen) ve RNA
konsantrasyonunu artirmak ve piirifiye etmek icin RNA MinElute Kit (Qiagen)
kullanilmistir. Total RNA'lar elde edildikten sonra spektrofotometrik yontemle
(Nanodrop) miktar1 belirlenmistir (Tablo 4.1). Buna ek olarak MOPS jel

elektroforez yontemi ile de dogrulama yapilmistir (Sekil 4.1).

Tiirk Findiginin 3 agacindan elde edilen 12 farkli total RNA'dan RNA havuzu

olusturulmustur. Bu islem Tombul Findik 6rnekleri i¢in de tekrarlanmstir.

Tablo 4.1 Nanodrop spektrofotometre 6l¢iim sonuclari

Ornek Nukleik asit OD 260/280 | OD 260/230
konsantrasyonu (ng/uL)
Al 43,11 1,76 0,18
A2 63,16 1,58 0,27
A3 63,34 1,95 0,41
C1 44,96 1,72 0,40
C2 24,43 2,00 0,12
C3 57,01 1,87 0,33
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Al A2 A3

Sekil 4.1 MOPS jel elektroforez yontemi ile dogrulama

4.2 RNA-seq Sonuglari

4.2.1 Dizilemenin Degerlendirilmesi

iki findik tiiriiniin yaprak, erkek ve disi cicek, tomurcuk ve zuruf érneklerinden
elde edilen iki total RNA 6rnegi BGI tarafindan Illumina HiSeq 4000™ Sequencing
System kullanilarak dizilenmistir. YND sonrasi BGI tarafindan ilk temizleme ve

filtreleme islemi gerceklestirilmis ve temiz data gonderilmistir.

Tablo 4.2 C. colurna L. (Tirk Findig1) ve C. avellana L. Tombul Findik

orneklerinin dizileme sonrasi1 RNA dizileri istatiksel sonuclari

= . . | Temiz Temiz baz | Okuma 0 0
Ornek Ismi Okumalar | sayisi Uzunlugu(bp) Q20(%) | GC(%)
C. colurna | 41,140,316 | 4,114,031,600 | 100 98.05% | 47.42%
C. avellana | 41,854,426 | 4,185,442,600 | 100 98.13% | 47.87%

BGI tarafindan gonderilen sikistirilmis dosya iceriginde iki tiire ait cift uclu (pair-
end) okumalarin ikiser dosyasi yer almistir. Dosyalar FASTQ formatindadir.
Adaptor kalintilarindan temizlenen ve kalitesiz dizilerin filtrelendigi temiz verinin
toplam okuma sayist 83 milyondur. Dizilemedeki her bir okumalarin uzunlugu

100 bp’dir. Temiz veriye ait istatistikler Tablo 4.2’de yer almaktadir.
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4.2.2 RNA-seq Verilerinin Kalite Kontrolleri

Dizileme sonucu BGI'dan gelen verilerin kalite kontrol islemleri FastQC adl
programla yapilmistir. Temiz datalarin kalite kontroliinden sonra de novo

transkriptom analizine devam edilmistir.

FastQC programi her bir 6rnek dosya isminin, dosya tipinin, dizileme sisteminin,
dizi sayisinin, dizi uzunluklarinin ve dizideki GC baz oraninin yer aldig1 temel

istatistiklerin verildigi bir sonuc (Sekil 4.2) elde edilmistir.

A) C. colurnal. B) C. avellana L. Tombul
@Basic statistics @gasic statistics

e T
Filename C-213_1.fq Filename A-214 1.fq
File type Conventional base calls File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9 Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 20570158 Total Sequences 20927213
Sequences flagged as poor quality @ Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 100 Sequence length 108
%GC 47 %GC 47

Sekil 4.2 FastQC programindan elde edilen temel istatistikler A) C. colurna L.
B) C. avellana L. Tombul

Ayrica Sekil 4.3‘de Tiirk Findig1 ve Tombul Findik RNA-seq verilerinin adaptor ve
diisiik kaliteli dizilerden arindirilmis hali olan temiz verinin ayrintili FastQC

sonuglar verilmistir.
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Sekil 4.3 C. colurnal..(A) ve C. avellana L. Tombul (B) temiz okumalarinin

FastQC programi ile kontrolii sonucu elde edilen grafikler (devami)

1. grafik, her bir baz konumunun dizileme kalitesini vermektedir. Burada ortalama
kalite degerini ifade eden “BoxWhisker” grafigi kullanilmis, kalite degerleri {ic
renk ile ifade edilmistir. Yesil bolge, kalite degerinin en yiiksek oldugu kisim, sar1
bolge kalitenin kabul edilebilir seviyede oldugu kisimdir. Grafik incelendiginde

kalite seviyelerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

2. grafik adaptor icerigi ile ilgilidir. Bu grafik bilinen adaptor iceriklerinin verilerde

yer alma durumunu ifade eder. Herhangi bir adaptor varliginda grafikte varlig
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ylikselerek ifade edilmektedir. Grafik incelendiginde verilerde adaptor varligina

rastlanmamuisgtir.

3. grafik dizilerin duplikasyon seviyelerini ifade etmektedir. Dizilerdeki
duplikasyon olmadiginda bu durum kirmizi cizgi ile ifade edilmektedir. Verilerden
birisi asir1 duplikasyona sahip degilse temsil edilme oranini azaltmamak icin

miidahele edilmemesi tercih edilmektedir.

4. grafikte k-mer icerigi gosterilmekte, her pozisyondaki k-merlerin sayisi
Olceklenmektedir. K-merdeki sapmalarin listelendigi ve en en ¢cok sapma yapan 6
k-mer iceriklerinin yer verildigi grafiklerde benzer yogunlukta bir varlik

gorilmustiir.

5. grafik okumalardaki GC icerigini belirtmekte, veri icerigindeki dizilerin GC
dagilimi ile beklenen GC oram karsilastirilmistir. Iki 6rnek de benzer davranislar

sergilemistir.

Okumalardaki her birinin kalite skorunun ortalama degerlerinin elde edilmesiyle
olusturulan 6. grafik, dizilemedeki diisiik kaliteli degerlere sahip okuma varligini
gostermesi acisindan degerlidir. PHRED skorunun 20’nin altinda olmas: kalite
degerlerinin diisiik oldugu anlamina gelmektedir. Grafikteki gibi sonuglarin 40‘a

yaklasmasi ise dizileme kalitesinin iyi oldugunu ifade eder.

Sekil 4.3’deki 7. grafik 4 bazin kendi aralarindaki oransal ifadesidir. Her bir bazin

bagil miktari, transkriptomdaki veya genomdaki bazlarin oranlarini temsil eder.
4.2.3 RNA-seq Verilerinin de novo Derlemesi

Tiirk Findig1 ve Tombul Findik RNA-seq verilerinin Trinity ile derlemesi esnasinda
yaklasik 40 GB’lik veri toplulugu ve nihai olarak elde edilmesi amaclanan
Trinity.fasta adli dosya olusmustur. Bu dosya igerigindeki transkript sayisi
sorgulandiginda toplam 95.979 derlenmis transkript elde edildigi gortilmiistiir.
Dosya iceriginde, okumalarin derlemesi sonucunda elde edilen transkriptlerin baz
dizileri, her birisi icin 6zel olarak atanan ve islemler boyunca kullanilacak bir isim,
transkript uzunlugunu ve Bruijn grafikleri olusturulurken tiretilen yapilandirilma
bilgileri yer almaktadir. Sekil 4.4’de Trinity.fasta iceriginden 6rnek gorsele yer

verilmistir.
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>TRINITY_DN2260@4_c0_gl_il len=440 path=[0:0-439]
CCATTTCAAAAGCACACCCGTTAAATACAACTGTACAATGAAGAAAGATGATGGAATTTGCGGACAAGTATCATCGAAATTTAAAAGTAGTGCATTTAACAATGGAGAAG
AAGCAAAACATTGAAAATATTGGAAGACAAGATCAGTTGGGTACGTACAACAAAGGAATCCTTCCTTTTATGCTGGTCAAAATAAAAACCCCCATTGTAAAAATCTCAGT
AGATGGGGTCAACGTAGTAGTAGTCGTAGTCGGAGAAATTGCTGCCACCTGAGTTGTACTAGGAGAAACCGCTGCCACCTGAGCCGTAGTCGGAGTAATTGCTGCCACCA
GATAAGTCATCAAAAGAATAACAACCATTAAATTCATAGTCATCAATGGAATCATAGGGAAGACGCAAGTGTTTAAGCTGTTGAGCACATCTTCTTCCCAAATCCCCTGC
>TRINITY_DN22625_c@_gl_il len=328 path=[0:0-327]
ATATTAATTTAACAGGGAGAGCTGTCACATGCTTATTTGCTGTAACACACTTTTTCTCACCCGCACAATTGCAGTGTACCATCGATTGCACATTGCATTGTATTATTCGT
AAATATATAGCAAATGGGAAACTTAACAAAGTTGGGCTGCTGGCCTGGCGCCCATCAATTATTACAAAAATACAAACTGTAAACACAAAATATCCTTATATATATATATT
AAGGATATTTTACTTCAAAATACAAAACAGTTTTTATATTTAAATAACATAAAAAAAACTCTCTCGATCAAACGCAAAAATAAAAATTAAAAAGCTCAAGAGACTTAC
>TRINITY_DN22643_c@_gl_il len=396 path=[0:0-395]
TGACTTCATCGGTCCGGACACATTCGCCGCCAACTTGAATGCCATCGCCAAAGATGGCCGTATTGTCAACCTGGCGACGCTGAGTGGGATGAACTTGAAAGACACCAACG
CGAACTTTGGCGCGTTCGTCGCAAAGCGAGTCCGATATGAGGGAAGCAGCTTGCGGAGTCGTGACGAGGCATACCAAGGCAAGCTGAGGGATCACTTGGTCGAGCACGCT
CTTCCAATGTTCGTCTCGGGCAAACTAAAGTCCGTGATTGAGAAGGTGTACCCGTGGGAACAGATCCAGGAGGCACACAAGCAAATGGAGGCAAACAACACCATGGGCAA
GCTCATTTGTACTATATCGTAATCGTGTCAGGAAGTAAAGTCTAGCTGAAAGCCACATAAACGCCT

>TRINITY_DN22624_c@_gl_il 1en=249 path=[0:0-248]
ATATGTGAGGAACTTAGCTGGAGAAATTGCACAGGAGTATGCTCAGCGACTGCTTAAAGCATAAAACTGGGTTTCATATGCACCTGGAAAAACAGATTGAAGTGATTGAT
CTTTCGTGTATAGTATCATGTACTACCATATGCATGTTTCCATGACTTCAATGTATCGGTGATTAGTAGTGGGGCATGCAGCGATAAATAATGACGAAGAAGATCCGATT
GATGATCTTATGGAGCTTGTTGAACAAAT

>TRINITY_DN22672_c@_gl_il len=311 path=[0:0-310]
TCAACCGCTTCATCTGCCATTGCACAGACTGCCGCAAGATCTCCTCTTCCATGTTCTGCTCCAACTTTTCAGTTGCCGACAGCCACCTCCGCCACGTCCGTGGCAAAGAC
AACCTCAAGTCCTTCAGCCAGTCCCGCACCATCGCGACGGGCAACGACATGGCGAACCACTTTTGCGACACCTGCGGCACGCTCATGTACCGCGTCAGCTCCGGCTTTCC
TGGTATGAGCATTCTCAGGCTCGGCACTATTGATGACTTCCGCCTCGTGGAGACGAAGCTGAAGCCGCAGGTAGAGCAGTTCATCGAAGAT

Sekil 4.4 Trinity.fasta iceriginin 6rnek goriintiisii

4.2.4 Transkriptlerin ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

Derleme sonucu elde edilen transkriptlerin her birinin Orneklerdeki ifade
seviyelerini tespit etmek ilk olarak okumalar derlemeye tekrar hizalanmis,
sonrasinda RSEM calistirilarak bu hizalamalar degerlendirilmistir. Sekil 4.5, C.
colurna L. ve Sekil 4.6, C. avellana L. Tombul icin RSEM tarafindan olusturulan
transkriptlerin ifade seviyelerini iceren verileri barindiran c¢iktilardir. Siitunlarda,
transkript ve gen ismi, uzunlugu ve efektif uzunlugu, bu transkriptten elde edildigi
disiiniilen RNA parcasi sayisi, normallestirme degerlerini ifade eden TMP, FPKM
ve izoform yiizdesini temsil eden IsoPct bulunmaktadir.

transcript_id gene_id effective_length expected_count TPM FPKM  IsoPct
TRINITY_DN@_c@_gl_il TRINITY_DN@_c@_gl 909.91 23.36 2.00 1.57 4.58
TRINITY_DNO_c@_gl_i2 TRINITY_DNO_c@_gl 500.92 7.94 1.23 .97 2.83
TRINITY_DN@_c@_gl_i3 TRINITY_DNO_c@_gl 1135.91 590.16 40.42 31.67 92.60
TRINITY_DNO_c@_g2_il TRINITY_DNO_c@_g2 1264.91 97.53 6.00 4.70 100.00

TRINITY_DN@_c@_g3_il TRINITY_DN@_c@_g3 296.00 98.73 25.95 20.33 100.00
TRINITY_DNO_c@_g4_il TRINITY_DNO_c@_g4 841.91 585.27 54.08 42.37 100.00
TRINITY_DNO_c1_gl_il TRINITY_DN@_cl_gl 1617.91 110.22 5.30 4.15 5.62
TRINITY_DNO_c1_gl_i2 TRINITY_DN@_cl_ gl 1818.91 0.00 0.00 0.00 0.00
TRINITY_DN@_cl_gl_i3 TRINITY_DN@_cl_gl 1736.91 0.00 0.00 0.00 0.00

Sekil 4.5 RSEM tarafindan olusturulan C. colurna L. transkriptlerinin ifade

seviyeleri ornekleri
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transcript_id gene_id effective_length expected_count TPM FPKM  IsoPct
TRINITY_DNO_c@_gl_il TRINITY_DN@_c@_gl 909.13 15.53 1.26 0.99 6.49
TRINITY_DN@_c@_gl_i2 TRINITY_DN@_c@_gl 500.13 0.00 0.00 0.00 0.00
TRINITY_DN@_c@_gl_i3 TRINITY_DN@_c@_gl 1135.13 279.47 18.13 14.31 93.51
TRINITY_DNO_c@_g2_il TRINITY_DNO_c@_g2 1264 .13 ] 0.00 0.00 0.00

TRINITY_DN@O_c@_g3_il TRINITY_DNO_c@_g3 295.20 72.26 18.03 14.23 100.00
TRINITY_DNO_c@_g4_il TRINITY_DNO_c@_g4 841.13 668.74 58.55 46.22 100.00
TRINITY_DN@_c1_gl_il TRINITY_DNO_cl_gl 1617.13 173.58 7.91 6.24 18.03
TRINITY_DN@_c1_gl_i2 TRINITY_DNO_cl_gl 1818.13 0.00 0.00 0.00 0.00
TRINITY_DN@_c1_gl_i3 TRINITY_DNO_cl_gl 1736.13 28.22 1.20 0.94 2.73

Sekil 4.6 RSEM tarafindan olusturulan C. avellana L. Tombul transkriptlerinin

ifade seviyeleri 6rnekleri

4.2.5 Derleme Kalitesi Analizi Sonuglan

!/

Derlemenin genel kalitesi nicel veya nitel olarak degerlendirmistir. grep ">
Trinity.fasta | wc -l sorgusuna yanit olarak 95.979 verilmis yani derleme sonrasi
95.979 Trinity transkripti derlenmistir. Bu transkriptlerle ilgili diger istatistikler
ayrica Tablo 4.3’de verilmistir. Buna gore 57.698 gen tiretilmis, GC ytizdesi 43,59
olmustur. N50 degeri 1929, ortalama kontig uzunlugu 1116,82 baz ve derlenen
baz sayis1 107.190.859 olmustur.

Tablo 4.3 Trinity derleme kalitesi ile ilgili istatistikler

Transkript sayisi

Toplam Gen Sayisi 57.698
Toplam Transkript Sayisi 95.979
GC Yiizdesi 43.59

Tiim Kontiglerin Istatistikleri

Kontig N10 4283

Kontig N20 3314

Kontig N30 2720

Kontig N40 2280

Kontig N50 1929
Ortalama Kontig Uzunlugu 1116,82
Derlenen Baz Sayisi 107.190.859
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Yiiksek kaliteli derlemenin en 6nemli gostergelerinden biri olan okumalarin temsil
oraninin belirlenmesi icin Bowtie2 dizini olusturulmus ve BAM dosyasi elde
edilmistir. Sonuclar degerlendirildiginde uyumsuz cift sayisinin az olmasi,
uyumluluk oraninin %70’in iizerinde olmasi derlemenin saglikli olmasi acisindan
gereklidir. Tablo 4.4’deki sonuclar incelendiginde, genel uyum oraninin C.
avellana L. Tombul icin %99,17 ve C. colurna L. %98,09 oldugu, ortalamasinin

%98.63 oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.4 Okumalarin Trinity Derlemesindeki Temsil Oranlari

C. avellanal. Tombul | C. colurnal.
Eslesen Okuma Sayisi 20.927.213 20.570.158
0 Uyumlu Hizalama Oram %2,45 %3,97
1 Defa Uyumlu Hizalama Oran1 | %28,64 %26,19
>1 Uyumlu Hizalama Oram %68,91 %69,83
Genel Uyum Orani %99,17 %98,09

Geleneksel bir ol¢ii olan N50 yerine daha modern ve kabul goren bir kalite
istatistigi olan ExN50 degeri N50 Kontig istatistigini de kullanir fakat en yiiksek
diizeyde ifade edilen transkriptleri 6lcer. Iyi kaliteli bir derlemede ExN50 tepe
zirvesinin %90’larda olmas1 beklenir. Sekil 4.7’de yer verilen grafikte derleme

ExN50 degerinin %92 oldugu gortilmistiir.
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Sekil 4.7 Derleme kalitesinin degerlendirilmesi (ExN50)

Tam uzunluktaki

kodlayan

transkriptlerin degerlendirmesinde

BLASTX

komutuyla SWISSPROT veritabaninda e-degeri le-20 olacak sekilde sorgu

gerceklestirilmis, sonuclarin bir 6zeti Tablo 4.5’de paylasilmistir.

Tablo 4.5 Tam Uzunluktaki Kodlayan Transkriptlerin Sayisi

Oran (%) Eslesen Protein Sayisi Toplam Protein Sayisi
100 7268 7268
90 1456 8724
80 839 9563
70 714 10277
60 735 11012
50 740 11752
40 814 12566
30 1026 13592
20 1100 14692
10 330 15022
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Buna gore veritabanindaki 7268 proteinin, derlemede elde edilen transkriptlerin
uzunluklarinin %90 ile %100 arasinda eslestigi goriilmiistiir. Yine SWISSPROT
veritabam ile %80 ile %90 arasinda eslesme saglayan transkript sayis1 1456

olmustur.
4.2.6 Orneklerin Veri Kalitesi Sonuclar

Orneklerin veri kaliteleri diferansiyel ifade analizinin sonuclarini da
etkilemektedir. Bu sebeple veriler asir1 benzerligin olup olmadig1 ve data kirliligi
agisindan incelenmistir. Sekil 4.8 de goriildiigii gibi derlemeye hizalanan okuma
sayisinin iki ornekte farkliligi (A) ve transkript basina diisen okuma sayisinin
(log2) dagilimina gore (B) degerlendirilerek iki 6rnege ait verilerin farkliliklar

ortaya konulmustur.

A) B) & c cowrna L.

1.5e+07 w

1.0e+07 — = 7]

5.0e+06 —

0.0e+00 ~
C. clourna L. C. avellana L.

Sekil 4.8 Veri kalitesinin degerlendirilmesi A) Derlemeye hizalanan okuma

sayilar1 B) Transkript basina diisen okuma sayisinin (log2) dagilimi

4.2.7 Diferansiyel ifade Analizi Sonuclar

Iki findik tiirii arasindaki diferansiyel olarak ifade edilen transkriptleri ve genleri
tespit etmek icin EdgeR kullanilmis, karsilastirma sonuclar1 ve tespit edilen
transkriptlere ve genlere ait DE result dosyasindaki veriler Sekil 4.9 6rnegindeki
gibi tablolastirilmistir. Bu veriler her bir transkripte 6zel olarak logaritmik kat
degisikligi (logFC), logCPM, P-Degeri ve FDR gibi istatistiksel degerleri de

barindirmaktadar.
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sampleA sampleB logFC logCPM PValue FDR

TRINITY_DN2257_c@_gl1_i5 A-214 (-213 -10.1275554058443 9.80844193200736 4,42900047984386e-25 9.32880371069513e-21
TRINITY_DN2257_c@_gl_i3 A-214 (-213  9.26414412870827 9.6926004530355 8.46782158316222e-23 8.9178863003072%-19
TRINITY_DN5606_c0_g1_i8 A-214 (-213  8.75970990658169 9.04165189810716 2.50776745011646e-21 1.76070352672677e-17
TRINITY_DN305@_c@_g2_il A-214 (-213  8.67918989343838 9.53154996335611 3.42425768704777e-21 1.80312849155718e-17

TRINITY_DN2486_c@_gl_ il A-214 (-213  -8.72579028824846 8.71791568550978 5.10067235595336e-21 1.90856204384197e-17

TRINITY_DN1@@8_c@_gl_i5 A-214 (-213  8.66858855528006 8.7863417071849%6 5.43672423826227e-21 1.90856204384197e-17
C-213  8.64121837985558 8.52304943270974 8.29499686753895e-21 2.18852569767422e-17
€-213  -8.71272938867319 8.33747041430297 8.3123038415201e-21 2.18852569767422e-17
C-213  8.5509673528599 8.90916502122768 1.24038707610755e-20 2.90291922045037e-17

Sekil 4.9 Iki findik tiirii arasindaki diferansiyel olarak ifade edilen genler

(EdgeR’a gore)

Bu ikili karsilastirma sonucunda elde edilen verilerden, P degeri 0,001 ve kat
degisikligi >4 olarak ifade edilen transkriptlerle Sekil 4.10’daki sicaklik haritasi
olusturulmustur. Is1 haritasinin sol tarafinda kiimelenen transkript ifade profilleri

benzer ifade modellerine sahip biiyiik transkript kiimelerini temsil eder.

Color Key

-4 0 2 4
Value

C. colurna L. C. avellana L.

Sekil 4.10 Diferansiyel olarak farkli ifade edilen, P degeri 0.001 ve kat degisikligi

>4 olarak ifade edilen transkriptlerin sicaklik haritasi

iki tiir arasinda farkli ifade edilen transkript sayisimin 1528 oldugu gen sayisinin
ise 736 oldugu bulunmustur. Tablo 4.6'de iki tiir arasinda artma ve azalma
gosteren diferansiyel olarak ifade edilen gen ve transkriptlerin sayisi

gosterilmistir.
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Tablo 4.6 iki tiir arasinda diferansiyel olarak ifade edilmis gen ve transkriptler

Ifadesi artis gosteren | Ifadesi artis gosteren gen
transkript sayisi sayisl

C. avellana .. Tombul | 876 439

C. colurna L. 652 297

C. colurnal.’de diferansiyel olarak ifade edilen genlerin icerisinden C. avellana L.
Tombul ile kiyaslandiginda en fazla artis gosteren ilk 20 gen Tablo 4.7°de

listelenmistir.

Tablo 4.7 C. colurnal.’de C. avellana L. Tombul’a kiyasla artis gosteren ilk 20

gen

Gen ismi Ornek A | Ornek B | logFC | logCPM | PValue FDR

TRINITY_DN12164 _cO g1 | A-214 C-213 -10,41 | 9,73 6,20E-26 | 1,56E-21
TRINITY_DN1154 c1 g3 A-214 C-213 -8,47 9,61 1,11E-20 | 1,40E-16
TRINITY_DN8598 c0_ gl A-214 C-213 -8,09 7,61 4,30E-19 | 3,61E-15
TRINITY_DN8055_c0_g1 A-214 C-213 -7,86 7,12 3,03E-18 | 1,91E-14
TRINITY_DN562_c0_g1 A-214 C-213 -7,23 7,14 1,08E-16 | 4,53E-13

TRINITY_DN4972_c0_g1 A-214 C-213 -7,06 6,58 5,21E-16 | 1,46E-12

TRINITY_DN1745_c0_g1 A-214 C-213 -7,03 8,64 1,67E-16 | 6,03E-13

TRINITY_DN1090_c1_g1 A-214 C-213 -7,00 6,52 7,82E-16 | 1,81E-12

TRINITY_DN8388_c0_g3 A-214 C-213 -6,93 7,16 7,91E-16 | 1,81E-12

TRINITY_DN1154_c1_g1 A-214 C-213 -6,60 8,48 3,09E-15 | 5,56E-12

TRINITY_DN1154_c0_g2 A-214 C-213 -6,56 11,01 2,92E-15 | 5,56E-12

TRINITY_DN2300_c0_g2 A-214 C-213 -6,42 5,88 4,28E-14 | 5,39E-11

TRINITY_DN244_c0_g2 A-214 C-213 -6,42 8,09 1,10E-14 | 1,85E-11

TRINITY_DN7890_c0_g1 A-214 C-213 -6,39 5,97 4,63E-14 | 5,56E-11

TRINITY_DN8388_c0_g1 A-214 C-213 -6,28 10,11 1,97E-14 | 3,11E-11

TRINITY_DN9272_c0_g1 A-214 C-213 -6,15 8,19 6,54E-14 | 7,22E-11

TRINITY_DN817_c0_g2 A-214 C-213 -6,06 6,37 2,70E-13 | 2,62E-10

TRINITY_DN7829_c0_g1 A-214 C-213 -6,02 5,23 8,39E-13 | 6,61E-10

TRINITY_DN3694_c0_ g3 | A-214 |C213 |-6,00 |5,59 6,21E-13 | 5,05E-10

TRINITY_DN11919 c0 gl | A-214 |C213 |-599 |6,37 3,94E-13 | 3,55E-10
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C. avellana L. Tombul’da diferansiyel olarak ifade edilen genlerin igerisinden C.
colurna L. 1le kiyaslandiginda en fazla artis gosteren ilk 20 gen Tablo 4.8'de

listelenmistir.

Tablo 4.8 C. avellana L. Tombul'da C. colurnaL.’ye kiyasla artis gosteren ilk 20

gen

Gen ismi Ornek A | Ornek B | logFC | logCPM | PValue FDR

TRINITY_DN13944 cO_gi | A-214 C-213 7,63 7,11 1,34E-17 | 6,76E-14
TRINITY_DN8971_c0_gi A-214 C-213 6,91 7,85 5,20E-16 | 1,46E-12
TRINITY_DN1024_c0_gi A-214 C-213 6,81 8,12 8,96E-16 | 1,88E-12
TRINITY_DN2967_c0_g1 A-214 C-213 6,52 5,95 2,72E-14 | 3,61E-11
TRINITY_DN3003_c0_g1 A-214 C-213 6,38 6,68 2,60E-14 | 3,61E-11
TRINITY_DN26184 cO_gl | A-214 C-213 6,32 5,81 9,75E-14 | 1,02E-10
TRINITY_DN2323 c0_g4 | A-214 C-213 6,32 7,46 2,66E-14 | 3,61E-11
TRINITY_DN1223 c0_gl1 | A-214 C-213 6,17 7,68 6,59E-14 | 7,22E-11
TRINITY_DN893 c0_g3 A-214 C-213 6,10 6,16 2,46E-13 | 2,48E-10
TRINITY_DN5743_c0_g2 | A-214 C-213 5,95 6,61 3,75E-13 | 3,50E-10
TRINITY_DN908 c0_g5 A-214 C-213 5,90 5,66 1,19E-12 | 8,85E-10
TRINITY_DN786_c0_gl A-214 C-213 5,83 5,49 2,21E-12 | 1,55E-09
TRINITY_DN13095_cO0_g1 | A-214 C-213 5,80 6,08 1,26E-12 | 9,06E-10
TRINITY_DN1748 c1 g3 | A-214 C-213 5,78 6,93 1,00E-12 | 7,65E-10
TRINITY_DN497_c0_g1 A-214 C-213 5,60 7,62 2,49E-12 | 1,69E-09
TRINITY_DN729 c2_ gl A-214 C-213 5,57 8,50 2,54E-12 | 1,69E-09
TRINITY_DN13605_c0_g1 | A-214 C-213 5,53 6,43 5,87E-12 | 3,61E-09
TRINITY_DN3551 c0_gl1 | A-214 C-213 5,43 7,93 6,98E-12 | 4,09E-09
TRINITY_DN8563_c0_gl1 | A-214 C-213 5,40 5,35 2,79E-11 | 1,30E-08
TRINITY_DN6054_c0_gl1 | A-214 C-213 5,39 8,48 8,60E-12 | 4,93E-09

Diferansiyel olarak ifade edilen transkriptlerin gorsellestirilmesi icin EdgeR’dan
yararlanilmis ve FDR < 0.05 olacak sekilde filtrelenerek Sekil 4.11’daki MA Plot
(A) ve Volcano Plot (B) olusturulmustur. Grafiklerdeki kirmizi noktalar verilen

FDR degerine gore diferansiyel olarak ifade edilen transkriptleri ifade etmektedir.
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A) MA plot B) Volcano plot
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Sekil 4.11 Diferansiyel olarak ifade edilen transkriptlerin FDR < 0.05 olacak
sekilde filtrelenerek A) MA plot ve B) Volcano plot ile gosterimi

4.2.8 Islevsel Aciklama Eklenmesi

Transkriptlerin 6zelliklerini belirlemek icin birka¢ program kullanilmis ve bir dizi
islem yapilmistir. Elde edilen yeni bilgilerle transkriptlere o6zelliklerinin ve

gorevlerinin aydinlatilmasini saglayacak aciklamalar eklenmistir.

Transdecoder, transkriptlerdeki olas1 kodlayan Dbolgelerin tespitinde
kullanilmaktadir. Oncelikle uzun acik okuma cerceveleri tespit edilmis ve
sonrasinda dizilerin kompozisyonuna gore puanlama yapilmistir. Programin
calistirllmas1 sonucu “Trinity.fasta.transdecoder.pep” dosyast cikt1 olarak
saglanmis, iceriginin bir ornegi Sekil 4.12’de verilmistir. Bu peptit dosyasindaki
baslik satirlarinda orijinal transkriptlerin isimleri yer alir. Type kismi proteinin bir
baslangic ve bir durdurma kodonu icgerdigini belirten “tamamlanmis” olup
olmadigin1 ya da hangi kismin eksik oldugu bilgisini verir. Ayrica kodlama
bolgesinin hangi dizide bulundugu ve bu transkript dizisindeki ORF’nin

koordinatlarini belirtmek icin (+) veya (-) seklinde ifade edilir.

Trinity.fasta.transdecoder.pep dosyasinda ORF sorgusu yapildiginda transkriptler

icerisinde 4523 adet kodlayan bolgelerin tespit edildigi goriilmiistiir.

Tahmin edilen protein dizileri kullanilarak Pfam veritabanina kars1 HMMER

sorgusu yapilmis ve korunmus domainler tespit edilmistir.
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>TRINITY_DN1@@@_c@_gl_il.pl TRINITY_DN10@d_c@_gl~~TRINITY_DN10@@_c@_gl_il.pl ORF type:complete len:829 (-),score=150.23
TRINITY_DN10@@_c@_gl_i1:337-2823(-)
MDGEANLPVRPASERILIRPNTVKPQDTTTSSSSSSSPDFLRNVQAAFKRHRPIGPAQSN
ILRPRRMLVPQREVSRTSDSSVGPMVDAKKSQDVVSLRQGHMAKGSIVATKSAATVLGET
QDDASITPPSISGTITKTFDESFNQFDVQRDQPKFVTGCKDDRAMPLLHGESQNTDGHKK
VQLSIGSNAVSQEMEWIASNQIEASTVVNDDPKHRSFHNTDSERSAAGITSLLAKRTTDV
QDQLHQLRNFLSQPATQSSVVGPSCATTTSVHSTSAPMLNLTTCSSHLHRDNSSHVAVEP
LVDININSQCKGQGNVVQLSNPSPKDVGEMIIDEKAIAGKASNSAIDTHVEVKQHDLSKE
QQGRVPKEIDIPENPSLHDNKSTKGKGYAGDVTNVQSQGPLSKNSSSDVKLEPSKSERQE
SGKGASAPRKRSYDPDL FFKVKGKLYQRLGKIGSGGSSEVHKVISSDCAIYALKKIK
LKGRDYATAYGFCQEIQYLKKLKGKNNIIQLIDFEVTDEALLQEVMNGSMSNKDGRVKDD
GYIYMVLEYGEIDLAHMLSQKWKEMDGSNQTIDENWLRFYWQQILHAVSTIHEERIVHSD
LKPANFLLVKGSLKLIDFGIAKAIMSDTTNIQRDSQVGTLSYMSPEAFMCNENDANGNII
KCGRPSDINSLGCILYQMVYGRTPFAEYKTFWAKFKVITDPNHEITYEPVPNPWLLDLMK
KCLAWDRNERWRIPQLLQHPFLVPPVPPEPRLSSSQDQSCKLLQLIAETCAGDREASALC
CQLEELLKDPVQKITSPLLTSRDQQCKLLSQMSKLCFQLQGRLANSEN*
>TRINITY_DN1@@@_c@_gl_i3.pl TRINITY_DN10@d_c@_gl~~TRINITY_DN10@@_c@_gl_i3.pl ORF type:complete len:829 (-),score=145.01
TRINITY_DN10@@_c@_g1_13:337-2823(-)
MDGEANLPVRPASERILIRPNTVKPQDTTTSSSSSSSPDFLRNVQAAFKRHRPIGPAQSN
ILRPRRMLVPQREVSRTSDSSVGPMVDAKKSQDVVSLRQGHMAKGSIVATKSAATVLGET
QDDASITPPSISGTITKTFDESFNQFDVQRDQPKFVTGCKDDRAMPLLHGESQNTDGHKK
VQLSIGSNAVSQEMEWIASNQIEASTVVNDDPKHRSFHNTDSERSAAGITSLLAKRTTDV
QDQLHQLRNFLSQPATQSSVVGPSCATTTSVHSTSAPMLNLTTCSSHLHRDNSSHVAVEP
LVDININSQCKGQGNVVQLSNPSPKDVGEMIIDEKATAGKASNSAIDTHVEVKQHDLSKE
QQGRVPKEIDIPENPSLHDNKSTKGKGYAGDVTNVQSQGPLSKNSSSDVKLEPSKSERQE
RAASGKGASAPRKRSYDPDL FFKVKGKLYQRLGKIGSGGSSEVHKVISSDCAIYALKKIK
LKGRDYATAYGFCQEIQYLKKLKGKNNIIQLIDFEVTDEALLQEVMNGSMSNKDGRVKDD
GYIYMVLEYGEIDLAHML SQKWKEMDGSNQTIDENWLRFYWQQILHAVSTIHEERIVHSD
LKPANFLLVKGSLKLIDFGIAKAIMSDTTNIQRDSQVGTLSYMSPEAFMCNENDANGNIT
KCGRPSDIWSLGCILYQMVYGRTPFAEYKTFWAKFKVITDPNHEITYEPVPNPWLLDLMK
KCLAWDRNERWRIPQLLQHPFLVPPVPPEPRLSSSQDQSCKLLQLIAETCAGDREASALC
CQLEKLLKDPVQKITSPLLTSRDQQCKLLSQMSKLCFQLQGRLANSEN*
>TRINITY_DN10@@_c@_gl_i4.pl TRINITY_DN10@@_c@_gl~~TRINITY_DN10@@_c@_gl_i4.pl ORF type:complete len:852 (-),score=157.43
TRINITY_DN10@Q_c@_gl_i4:337-2892(-)
MDGEANLPVRPASERILIRPNTVKPQDTTTSSSSSSSPDFLRNVQAAFKRHRPIGPAQSN
ILRPRRMLVPQREVSRTSDSSVGPMVDAKKSQDVVSLRQGHMAKGSIVATKSAATVLGET
QDDASITPPSISGTITKTFDESFNQFDVQRDQPKFVTGCKDDRAMPLLHGESQNTDGHKK
VQLSIGSNAVSQGADDGMATGLEKLSSHMGSLALTEMEWIASNQIEASTVVNDDPKHRSF

Sekil 4.12 Transdecoder programinin ¢iktis1 olan

“Trinity.fasta.transdecoder.pep” dosyasinin icerigi

SignalP araci sinyal peptitlerinin tespiti i¢in calistirilmis tahmin edilen sinyal
peptitleri “signalp.out” dosyasinda Sekil 4.13’de goriildiigii gibi “SP(Sec/SPI)”
seklinde belirtilmistir. Bu dosya icerisinde grep ‘sec/SPI’ signalp.out | wc -1
sorgusu yapildiginda 336 sinyal peptidinin isaretlendigi gortilmisttir.

TRINITY_DN2518_c@_gl_i12.p1 SP(Sec/SPI) 0.981005
TRINITY_DN2518_c@_gl_i2.pl SP(Sec/SPI) 0.981005
TRINITY_DN2518_c@_gl_i3.pl SP(Sec/SPI) 0.981005
TRINITY_DN2518_c@_gl_i4.pl SP(Sec/SPI) 0.981005 .018995
TRINITY_DN2518_c@_gl_i6.pl SP(Sec/SPI) 0.981005 .018995

0.018995
[}
0
[}
0
TRINITY_DN2518_c@_g1_i8.pl SP(Sec/SPI) 0.981005 0.018995
[
0
[}
0
[

.018995
018995

TRINITY_DN2518_c@_gl_i9.pl SP(Sec/SPI) 0.981005 018995
TRINITY_DN2522_c@_gl1_i10.pl SP(Sec/SPI) 0.995286 004714
TRINITY_DN2522_c@_gl_i12.pl SP(Sec/SPI) 0.995286 004714
TRINITY_DN2522_c@_gl_i4.pl SP(Sec/SPI) ©0.995286 004714
TRINITY_DN2522_c@_g1_i9.p1 SP(Sec/SPI) 9.995286 004714
TRINITY_DN2524_c@_gl_i3.pl OTHER  ©.004706 0.995294

TRINITY_DN2525_c2_gl1_il.pl SP(Sec/SPI) 0.730678 0.269322
TRINITY_DN2525_c2_gl_i3.pl OTHER  @.001366 ©0.998634

TRINITY_DN2525_c2_gl_i4.pl SP(Sec/SPI) 0.730678 0.269322
TRINITY_DN25Z2_c@_g2_il.pl OTHER  @.000798 ©0.999202

TRINITY_DN2531_c@_gl_i2.pl SP(Sec/SPI) 0.984122 015878
TRINITY_DN2531_c@_gl1_i3.pl SP(Sec/SPI) 0.984122 015878
TRINITY_DN2531_c@_gl_i4.pl SP(Sec/SPI) 0.984122 015878
TRINITY_DN2531_c@_gl1_i6.pl SP(Sec/SPI) 0.984122 015878
TRINITY_DN2531_c@_gl_i7.pl SP(Sec/SPI) 0.984122 015878

Sekil 4.13 SignalP aracinin ciktis1 olan “signalp.out” dosyasinin icerigi
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Transmembran proteinlerini tahmin etmek icin tmhmm araci calistirilmis ve bu
alanlar "tmhmm.out” dosyasinda Sekil 4.14’de de goriildiigii gibi isaretlenmistir.
Cikt1 olarak alinan “tmhmm.out” dosyasinda yapilan sorguda en az 1 sarmala
sahip transmembran proteinlerin sayis1 887 olarak tespit edilmistir ve
transmembran proteini olarak isaretlenen bu proteinlerin sarmal sayisina, boyutu
ve zarin icerisinde veya disarisinda bulundugu gibi konumuna ait bilgilerin

bulundugu topoloji bilgilerine de yer verirmistir.

TRINITY_DN5137_c@_gl_il.pl len=848 ExpAA=41.70 First60=17.70 PredHel=2 Topology=17-290446-4681
TRINITY_DNS145_c@_g1_i2.pl len=811 ExpAA=113.41 First60=3.89 PredHel=5 Topology=0564-5861628-6450672-6941733-7500760-7791
TRINITY_DNS145_c@ g1 i7.pl len=827 Exp 13.38 First60=3.87 PredHel=5 Topology=0580-6021644-6610688-7101749-7660776-7951
TRINITY_DN5145_c@_g1_i8.p1 len=827 ExpAA=113.38 First60=3.87 PredHel=5 Topology=0580-6021644-6610688-7101749-7660776-7951
TRINITY_DN5145_c@_gl1_i9.pl 1en=799 ExpAA=88.73 i PredHel=3 Topology=0644-661i688-7100749-7681

TRINITY_DNS147_c@_gl1_i3.pl len=843 . i PredHel=0 Topology=0

TRINITY_DN5153_c0_gl1_i2.pl len=1410 . First60=0.00 PredHel=0 Topology=0
TRINITY_DN5153_c@_gl_i4. 1len=1395 . First60=0.00 PredHel=0 Topology=0
TRINITY_DN5157_c@_gl_i2.pl len=1@55 ExpAA=0.08 First6@=0.00 PredHe Topology=0
TRINITY_DN5157_c@_gl_i3.pl len=1055 ExpAA=0.08 First60=0.00 PredHel=0 Topology=0

Sekil 4.14 Tmhmm aracinin ¢iktisi olan “tmhmm.out” dosyasinin icerigi

4.2.9 Veritabam Olusturulmasi

Elde edilen tiim islevsel aciklamalara ve diger verilere hizli bir erisim saglamak
icin Trinotate kullanilarak veritabani olusturulmus, icerigine SWISSPROT
kayitlari, Pfam bilgileri eklenmistir. Bu dosya “Trinotate.sqlite” ad1 ile tutulmustur.
Ayrica veritabanina, calisma sonucunda elde edilen farkhi ifade edilen
transkriptler, sinyal peptidleri bilgileri, transmembran proteinleri verileri de dahil

edilerek Sekil 4.15°de goriildiigii gibi sorgu yapilabilir bir xls sayfasi elde

transcript_id sprot_Top_BLASTX_hit_|prot_id prot_coords__| sprot_Top_BLASTP_[Pfam Signalp TmHMM gene_ontology_Pfam
TRINITY_DN13348_c0_gl1 i1 |sp| FAHR11|KN6_ARATH]TRINITY_DN13348 c0_g1 ilpl |314-3070[-] |sp|F4HRL1|KNG_AHPF00225.23KineqsigP:0.9992854%* |. G0:0003777"molecular_functio

TRINITY_DN13399_c0_g1_i2 |sp|Q92396| TYRO_PODAITRINITY_DN13399_c0_gl_i2.p1 |139-2967[+] |sp|P00440| TYRO_M PFO0264.20°TyrogsigP:0.460556C5| ExpAA=18.97*Prg GO:0016491"molecular_functior
TRINITY_DN13399_c0_gl i1 |sp|Q92396| TYRO_PODA| TRINITY_DN13399_cO_g1_il.pl |139-2937[+] |sp|P00440| TYRO_M PFO0264.204TyrogsigP:0.460556CS| ExpAA=18.97Prd G0:0016491*molecular_functior

TRINITY_DN13339_c0_gl i6 |sp|X51B51|SECAB_ARAT|TRINITY_DN13339_c0_g1 i6.p1 |220-2727[+] |sp|X5JA13|SECAA_{PF07393.1175eclfsigP:0.999298A84 |, G0:0006887"biological_process
TRINITY_DN13339_c0_g1 i1 |sp|XS1B51|SECAB_ARAT|TRINITY_DN13339_c0_g1 il.pl |220-2727[+] |sp|XSIA13|SECAA_{PF07393.117Secl{sigP:0.999298~%* |, G0:0006887"biological_process
TRINITY_DN13385_c0_g1 il |sp| QSN870|DCL3A_ORY{TRINITY_DN13385 c0_g1 il.pl |222-5276[-] |splQSN870| DCL3A |PF00270.29ADEA]sIgP:0.998245444 |, G0:0003676"molecular_functio
TRINITY_DN13320_c0_g1 i2 |. TRINITY_DN13320_c0_gl i2.p1 |418-3582[+] |. PF11145.8°DUF24sigP:0.1446534C5A ExpAA=154.314PY .

TRINITY_DN13320_c0_g1 i1 TRINITY_DN13320_c0_g1 i1.pl |25-3408[+] PF111458ADUF2sigP:0.999519A4A |ExpAA=154.54"P,
TRINITY_DN13366_c0_g1 i1 |sp| QBRWZ5|SD25_ARATTRINITY_DN13366_c0_g1 il.p1 |1-2646[+] sp| QBRWZ5|SD25_| PF01453.24B_le(sigP:0.947514*** |ExpAA=57.32*Prg GO:0004672"molecular_functio
TRINITY_DN13358_cO_g1 i1l |sp|Q93XK2|STSYN_PEAATRINITY_DN13358_c0 g1 ilpl |338-2584[+] |sp|Q93XK2| STSYN_|PFO5691.12"RaffifsigP:0.99908"A* .
TRINITY_DN13380_c0_g1 i1 |sp| QBLBB7|LOG5_ARAT|TRINITY_DN13380_c0_g1 i1.pl |633-3536[-] |sp|QSCACA|MYOB2| PFO4576.154Zein]sigP:0.99945944 |ExpAA=22.984Pre
TRINITY_DN13380_c0_g1_i2 |sp| Q8LBB7|LOG5_ARAT|TRINITY_DN13380_c0_g1 i2.p1 |633-3446[-] [sp|QICACA|MYOB2|PFO4576.15"ZeinsigP:0.9994994* |ExpAA=22.98"Pre.
TRINITY_DN13335_cO g1 il |sp| 065440 BAME3_ARATRINITY DN13335 c0 g1 ilpl |252-3215[+] |sp|O65440| BAME3| PF08263.124LRRNsigP:0.0272114CS* EXpAA=35.524Pre G0:0005515molecular_functio
TRINITY_DN9436_c0_g1 112 |sp| QS5FG3|VP13C_DICD|TRINITY_DN9436_cO gl i12.p1 |250-9705[+] |sp|QSSFG3|VP13C |PFO6E50.1245HR |sigP:0.9978224%4 |.
TRINITY_DN9436_c0_g1 116 |sp| Q55FG3|VP13C_DICD|TRINITY_DN9436_cO g1 i16.p1 |250-9702[+] |sp|QS5FG3|VP13C |PFO6E50.120SHR{sigP:0.9978224n~
TRINITY_DN9436_c0_g1 i11 |sp| Q55FG3|VP13C_DICO|TRINITY_DN9436_cO_g1 i11pl |250-9675[+] |sp|QS5FG3|VP13C |PFOSE50.124SHR{sigP:0.9978224n4 |.
TRINITY_DN9436_c0_g1 i5 |sp| Q55FG3|VP13C_DICD|TRINITY_DN9436_cO gl iS.pl  |250-9678[+] |sp|QSSFG3|VP13C |PFOBES0.124SHR |sigP:0.9978224n4 |.
TRINITY_DN9436_c0_g1 115 |sp| 042926 VP138_SCHATRINITY_DN9436_cO g1 i15.p1 |250-8814[+] |sp|042926|VP13B_| PFO6650.12/SHR|sigP:0.9978224n~
TRINITY_DN9436_c0_g1_i14 |sp| 042926| VP138_SCHATRINITY_DN9436_cO_g1 i14.p1 |1348-8931[+] |sp|042926|VP13B_| PFOSE50.124SHR{sigP:0.7583914A4 |.
TRINITY_DN9436_c0_g1 i8 |sp| Q55FG3|VP13C_DICD|TRINITY_DN9436_cO_gl i8.pl  |250-9675[+] |sp|QS5FG3|VP13C |PFOBE50.124SHR |sigP:0.9978224n4 |.

TRINITY_DN9466_cO_gl i1 |sp| QOWQJ7|KNSB_ARATTRINITY_DN9466_cO g1 ilpl |175-3321[+] |sp|QOWQI7|KNSB_| PF16796.5MicrofsigP:0.9993744n4 |. G0:0008017molecular_functiol
TRINITY_DN9455_cO_gl i6  |sp| PA2730| CLPB1_ARAT|TRINITY_DN9455 cO g1 i6.p1  |247-2988[-] |sp| P42730| CLPB1_/PF02861.20°Clp_l|sigP:0.997798~A G0:0005524°molecular_functior
TRINITY_DN9455_cO_g1 i5 |sp|P42730| CLPB1_ARAT|TRINITY_DN9455_cO_g1 i5.p1 |274-3015[-] |sp|P42730|CLPB1_/PF02861.20°Clp_|sigP:0.997798~" |. G0:0005524"molecular_functior
TRINITY_DN9455_c0_g1_i3  |sp| P42730] CLPB1_ARAT|TRINITY_DN9455_cO_g1 i3.p1 |236-2977[-] |sp|P42730| CLPB1_/ PF02861.204Clp_|sigP:0.997798~A4 |. G0:0005524°molecular_functiol
TRINITY_DN9455_c0_gl i4  |sp| P42730| CLPB1_ARAT|TRINITY_DN9455_cO g1 i4.pl  |236-2977[-] |sp|P42730|CLPB1_/PFO2861.20°Clp_l[sigP:0.997798~n G0:0005524"molecular_functiol
TRINITY_DN9455_cO_gl i1 |sp|P42730| CLPB1_ARAT|TRINITY_DN9455_cO g1 il.pl |163-2904[-] |sp|P42730|CLPB1_/PF02861.20°Clp_|sigP:0.997798~" |. G0:0005524"molecular_functior
TRINITY_DN9489_cO_g1 i7 _|sp| Q8S8F2| FBL11_ARATTRINITY_DN9489_cO_gl i7.pl |237-3155[-] |sp|Q8S8F2| FBL11 |PFO0651.314BTB]sigP:0.9993784A4 |. G0:0005515Amolecular_functiol

Sekil 4.15 Trinotate.xls dosyast icerigi
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4.2.10 Gen Ontoloji ve Yolak Analizi

Tirk Findigi ve Tombul Findiga ait transkriptlerin molekiiler ve biyolojik
fonksiyonlarini arastirmak icin GO analizi ile biyolojik proses, molekiiler fonksiyon
ve hiicresel kompanent seklinde 3 grupta kategorize edilmistir. C. colurnal. ve C.
avellana L. Tombul transkriptleri i¢in GO ve KEGG zenginlestirme analizi TRAPID
web yazilimiyla p degeri 0.05 olacak sekilde degerlendirilmistir. Sekil 4.16’de her
kategori icin ilk 15 terime yer verilmistir. Sekil 4.17‘de ise KEGG yolak analizi

sonucundaki ilk 15 terim gosterilmistir.
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Sekil 4.16. C. colurnal. ve C. avellana L. Tombul transkriptlerinin GO
kategorilerine gore siniflandirilmasi A) Biyolojik Proses (BP) B) Hiicresel

Kompanent (CC) C) Molekiiler Fonksiyon (MF)
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Sekil 4.16. C. colurnal. ve C. avellana L. Tombul transkriptlerinin GO
kategorilerine gore siniflandirilmasi A) Biyolojik Proses (BP) B) Hiicresel

Kompanent (CC) C) Molekiiler Fonksiyon (MF) (Devami)
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Sekil 4.17 C. colurnal. ve C. avellana L. Tombul transkriptlerinin KEGG Yolak

analizi sonuglari

C. colurna L.’nin diferansiyel olarak ifade edilen genlerinin biyolojik proses ve
molekiiler fonksiyon kategorilerindeki GO terimlerinin iliski ag1 Sekil 4.18’de

verilmistir.
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Sekil 4.18 C. colurna L.’nin diferansiyel olarak ifade edilen genlerinin GO

terimleri iliski ag1

C. avellana L. Tombul'un diferansiyel olarak ifade edilen genlerinin biyolojik
proses, hiicresel kompanent ve molekiiler fonksiyon kategorilerindeki GO

terimlerinin iliski ag1 Sekil 4.19’da verilmistir.
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Sekil 4.19 C. avellana L. Tombul’un diferansiyel olarak ifade edilen genlerinin

GO terimleri iliski ag1
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C. colurna L. ve C. avellana 1. Tombul'un diferansiyel olarak ifade edilen
genlerinin biyolojik proses, hiicresel komponent ve molekiiler fonksiyon

kategorilerindeki dagilimlar Sekil 4.20’de verilmistir.

Gen Ontoloji Sonuglari

DNA metabalic process

organelle organization

chromosome organization

negative regulation of chromosome organization
negative regulation of DNA helicase activity
regulation of DNA helicase activity

negative regulation of DNA duplex unwinding
regulation of DNA duplex unwinding

regulation of molecular function

negative regulation of hydrolase activity
regulation of hydrolase activity

negative regulation of cellular component organization
regulation of cellular component organization

negative regulation of helicase activity

BP

regulation of helicase activity

regulation of catalytic activity

negative regulation of cellular process
negative regulation of molecular function
negative regulation of catalytic activity
regulation of chromosome organization
regulation of organelle organization
negative regulation of arganelle organization

negative regulation of biological process

biological_process

cellular process

DNA replication initiation
microtubule-based movement
microtubule-based process

movement of cell or subcellular component

nuclealus

chromosome

cC
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binding

ion binding
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heterocyclic compound binding
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nucleotide binding
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purine nucleotide binding

protein binding

carbohydrate derivative binding

purine ribonucleotide binding

ribonucleotide binding

adenyl ribonucleotide binding

adenyl nucleotide binding

purine ribonucleoside tr binding
ATP binding

hydrolase activity

hydrolase activity, acting on acid anhydrides  EE —————
hydrolase activity, acting on acid anhydrides, in phosphorus- ... |

pyr e activity
nucleoside-triphosphatase activity [ ——
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tubulin binding I —————
microtubule binding I
I

microtubule motor activity

=}
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Sekil 4.20 C. colurnal. ve C. avellana L. Tombul'un diferansiyel olarak ifade

edilen genlerinin GO kategorilerindeki dagilimlar:
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4.2.11 SSR Analizi Sonugclar

Mikrosatellit varligini tespit etmek icin kullanilan MISA yazilimi ile C. colurna L.
ve C. avellana L. Tombul kiitiiphanelerinde ayr1 ayri1 gerceklestirilen tarama
sonucunda Tombul Findik icin 25.312, Tiirk Findig: icin 27.051 SSR motifinin

varlig1 belirlenmistir. Farkl tekrar tiplerinin dagilimi Sekil 4.19’da gosterilmistir.

1 2

M C. avellana 10030 9937 5045 183 45 72
M C. colurna 10951 10572 5162 238 64 63

12000
10000
W C. avellana MmC. colurna
8000
6000

4000

2000

0

Sekil 4.21 Transkript basina tanimlanan toplam SSR motifi sayilar1 dagilimi

4.3 qPCR Validasyon Sonuglar1

RNA-seq’in verilerinin dogrulugu ve tekrarlanabilirligini onaylamak icin bitki
gelisimi, diren¢ gelistirme, lipit metabolizmasi1 ve savunma yamiti ile ilgili TL1
(Thaumatin-like protein 1), GMPM1 (18 kDa tohum olgunlasma proteini), N
(diren¢ proteini N), 2MMP (Metalloproteinaz 2-MMP), At1g29670 (GDSL
esteraz/lipaz) ve CHIB1 (Asidik endokitinaz) genleri qPCR ile validiye edilmistir.
Sekil 4.20’de gosterildigi gibi TL1, GMPM1, 2MMP, At1g29670, CHIB1 genleri C.
avellana L. Tombul'da C. colurna L.ya gore daha fazla eksprese olmustur. N
geninin ise C. colurna L.da ifadesi C. avellana L. Tombul’a gére daha yiiksek

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.22 TL1, GMPM1, N, 2MMP, At1g29670, CHIB1 genlerinin qPCR

ekspresyon seviyeleri

4.4 RNA-seq Verilerinin NCBI SRA Veritabanina Yiiklenmesi

Farkli arastirmalara kaynaklik etmesi ve calismalarin genisletilebilmesi icin
verilere erisilebilirlik 6nemlidir. Bu baglamda NCBI SRA veritabani 6nemli bir
gorev lstlenmistir. Yiiksek verimli dizileme verilerinin arsivi niteliginde olan bu
veritabani sorgulanabilirligi ve kullanilabilirligi ile en degerli veri kaynaklarindan
biridir.

Bu acidan calismanin verilerinin farkli arastirmalara da kaynaklik edebilmesi igin
C. colurna L. ve C. avellana L. Tombul'a ait RNA-seq dizileme bilgileri
SRR19139693 ve SRR19139694 erisim numaralariyla NCBI SRA veritabanina

sunulmustur.
4.5 Tartisma ve Oneriler

Halk arasinda findik olarak anilan Cory/us cinsi bitkiler, diinyanin bircok yerinde
ekonomiye katkilari, gida olarak tiiketilmeleri, peyzaj bitkisi olarak kullanimlari,
cikolata ve tatlh sektoriindeki yerleri ve saglik alanindaki faydalarindan dolay1 yeri
doldurulamaz bir konumdadir. C. avellana L. (Avrupa Findig1), Corylus tiirleri
arasinda en yaygin ve ekonomik acidan en onemli tiiri olup, Tiirkiye'nin

Karadeniz bolgesinde yaygin olarak yayilis gostermektedir [155]. C. avellana
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L.'nin “Tombul”, “Cakildak”, “Jefferson” ve “Palaz” gibi bircok cesidi vardir [16],
[24]. C. avellana L. Tombul Findik cesidi kalite acisindan digerlerine gore oldukca
listlin olarak kabul edilmektedir [156]. Bunun yam sira Tirkiye’de dogal olarak
yetistirilen C. colurna L. (Tirk Findig1) da anag olarak kullanimi, uzun yillar
boyunca verimli olarak yasamini siirdiirmesi, dayanikli kok yapisi, zorlu stres ve

doga kosullar1 dayanimiyla 6nemli findik tiirlerinden biridir [22].

Son yillarda bitki molekiiler calismalarinda, molekiiler mekanizmalari
aydinlatabilmek ve bu alanda yeni bilgilere ulasabilmek icin de novo dizileme
teknolojisi siklikla kullanilmaktadir. [157]-[159]. Cogunlukla referans genoma
sahip olmayan tiirlerin transkriptom calismalarinda kullanilan de novo derleme
protokolleri yeni kesiflerin oniinii agmistir ve bu yaklasim model olmayan

organizmalar1 inceleyen arastirmacilarin tercihi haline gelmistir.

C. avellana L. icin yapilan genomik calismalara bakildiginda dikkat ¢eken birkag
kaynak mevcuttur. C. avellana Jefferson, Cakildak ve Palaz cesitleri icin cesitli
genomik calismalar yapilmistir. Avrupa findig1 "Jefferson" ile transkriptom
calismasi yapilmasi i¢in bitkinin farkli organlarindan 6rnekler alinarak RNA'lar1
izole edilmis ve 28.255 kontig elde edilmistir [16]. C. avellana L.nin olumsuz
kosullar altindaki tomurcuk patlamasi siirecini incelemek tizere RNA-seq calismasi
yurttilmistir [24]. Ancak, C. avellana L. Tombul calismalar1 Tombul Findigin
kloroplast genomu {iizerine odaklanildig:1 bir calisma [26] ve icerisinde Tombul
Findigin da bulundugu 78 findik cesidinin SSR profillerinin ¢ikarilarak veritabani
olusturulmaya calisildig1r bir calisma [160] ile sinirlidir. Bununla birlikte, C.

colurna L. ile ilgili heniiz herhangi bir genom c¢alismas1 yayinlanmamustir.

Bu calismada swrasiyla, C. colurna L. ve C. avellana L. Tombul'un genc
yapraklarindan, erkek ve disi ¢iceklerinden, tomurcuklarindan ve zuruflarindan
alinan ornekler havuz haline getirilmis, RNA-seq dizileme teknolojisi kullanilarak
dizilenmis ve de mnovo derlemesi ile kapsamli bir RNA-seq veri seti
olusturulmustur. Tirk Findigi ve Tombul Findigin transkriptom verilerinin
derleme sonrasinda bolluk tahmini, derlemenin kalitesinin belirlenmesi, veri
kalitelerinin degerlendirilmesi, diferansiyel ifade analizi, islevsel aciklama

eklenmesi, gen ontoloji ve yolak analizleri ve SSR motiflerinin belirlenmesi
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islemleri yapilmis qPCR ile validasyon adimi sonrasinda RNA-seq verilerinin NCBI,

SRA veritabanina yiiklenmesiyle calisma tamamlanmaistir.

Tez calismasi ile, RNA-seq dizileme ve de novo derlemesi ile birlikte 95.979
transkripti ve 57.698 unigene elde edilmistir. Verilerin GC yiizdesi 43,59, N50
degeri 1929, ortalama kontig uzunlugu 1116,82 ile derleme kalitesinin iyi oldugu
goriilmistiir (Tablo 4.3). Okumalarin temsil orani ortalamasi ise %98,63 tespit
edilmistir (Tablo 4.4). Bu sonug ile derlemenin saglikli olmasi icin gerekli olan
%70 ve tizeri uyumluluk oranin ¢ok iistii bir okuma temsil orani yakalandigi
anlasilmistir. Iyi kalitede bir derlemenin ExN50 degerinin %90 olmasi beklenirken

bu calismada tepe zirvesi %92 ile ortalamanin {istiine ¢ikmistir (Sekil 4.7).

Tam uzunluktaki kodlayan transkriptlerin degerlendirilmesi icin SWISSPROT
veritabaninda e-degeri 1le-20 olacak sekilde sorgusunda, veritabanindaki 7268
proteinin %90’dan fazla eslestigi, 1456 proteinin %80-90 arasinda eslesme

gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.5).

C. colurnal. ve C. avellana L. Tombul'un tiire 6zgii veri kalitelerinin incelenmesi
amaciyla hizalanan okuma sayilar1 ve transkript basina diisen okuma sayisi ile
degerlendirmeler yapilmis ve iki tiirtin verilerinin ayristiklar1 goriilmistiir (Sekil

4.8).

Iki findik tiirii arasinda diferansiyel olarak ifade edilen transkript ve genleri tespit
etmek amaciyla EdgeR kullanilmis, P degeri 0,001 ve kat degisikligi >4 olacak
sekilde degerlendirme yapildiginda tiirler arasinda farkl ifade edilen transkript
sayisinin 1528, gen sayisinin 736 bulunmustur. Bunlardan, C. colurna L.de
ifadesinde artis goriilen transkript sayisinin 652 ve ifadesinde artig goriilen gen
sayisinin 297 oldugu, C. avellana L. Tombul'da ise ifadesinde artis goriilen
transkript sayisinin 876 oldugu ve gen sayisinin 439 oldugu belirlenmistir (Tablo

4.6).

Transkriptlerin 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla bir dizi islem yapilmis ve
gorevlerinin aydinlatilmasini saglayacak aciklamalar eklenmistir. Oncelikle uzun
acik okuma cerceveleri tespit edilmis, kodlama bolgesinin hangi dizide oldugu ve
bu transkript dizisindeki koordinatlar1 belirlenmistir. Mevcut transkriptler

icerisindeki ORF sorgu sonucuna gore 4523 adet kodlayan bolgenin oldugu tespit
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edilmistir. Sinyal peptidlerinin tespiti icin SignalP kullanilarak tahmin edilen 336
sinyal peptidi isaretlenmistir. Transmembran proteinlerinin belirlenmesi amaciyla
tmhmm calistirilmis ve en az 1 sarmala sahip transmembran proteini sayis1 887
olarak tespit edilmis, bu proteinlerin sarmal sayisi, boyutu, zardaki konumu gibi

bilgiler de not edilmistir.

Transkript ve genlere ait SWISSPROT kayitlari, pfam bilgileri, farkli ifade edilen
gen ve transkriptler, sinyal peptit bilgileri, transmembran proteinlerine ait bilgiler
gibi elde edilen tiim islevsel aciklamalar ve diger veriler ile bir veritabani
olusturulmus, sonrasinda xls dosyasi ile sorgulanabilir hale getirilmistir (Sekil

4.15).

C. colurna L. ve C. avellana L. Tombul'un kendi derlemelerinden elde genlerin
biyolojik fonksiyonunu belirlemek icin GO ve KEGG yolak analizleri yapilmstir.
GO analizi; biyolojik siirecler, hiicresel kompanentler ve molekiiler fonksiyon
terimleri olarak kategorize edilmistir. GO sonuglarina gore, C. avellana L. Tombul
ve C. colurna L. nin kendi derlemelerinden analiz edilen genleri, BP, CC ve MF'de
cogunlukla benzer GO terimlerinde anote edilmistir (Sekil 4.16). Biyolojik proses
incelendiginde, genlerin hiicresel ve metabolik proseslerin, organik substans
metabolik proseslerin, hiicresel metabolik ve primer metabolik prosesler basliklari
altinda toplandig1 goriilmiistiir. Hiicresel komponent kategorisinde ise hiicre,
hiicre Dbilesenleri, intraseliller ve intraseliiller organellerde yogunlastig
goriilmistiir. Molekiiler fonksiyon kategorisinde ise, genlerin baglanma, katalitik
aktivite, protein baglanma, organik siklik kompanent baglama ve iyon baglama

kategorilerinde anote oldugu goriilmiistiir.

C. colurna L. ve C. avellana 1. Tombul’'un diferansiyel olarak ifade edilen
genlerinin biyolojik proses, hiicresel komponent ve molekiiler fonksiyon
kategorilerindeki dagilimlarina bakildiginda, biyolojik siirecler kategorisinde,
hiicresel ve biyolojik siirecler, mikrotiibiil tabanli hareket ve siirecler, hiicre veya
hiicre alt1 kompanentlerin tasinmasi, DNA metabolik siirecleri ve biyolojik siirecin
negatif diizenlenmesi terimlerinin One c¢iktiklari; hiicresel kompanentler
kategorisinde, hiicre ici zarla cevrili olmayan organel, zarla cgevrili olmayan

organel, kromozom, cekirdekcik ve MCM kompleksi terimlerinde one ciktiklari;
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molekiiler fonksiyon kategorisinde ise binding, iyon binding, katalitik aktivite,
heterosiklik ve organik siklik bilesikleri baglama terimlerinde anote olduklari

goriilmiistiir (Sekil 4.20).

KEGG yolak analizlerinde ise; C. colurna L. genleri transkripsiyon faktorii MYB
plant, peptit/histidin tasiyicisi, interlokin-1 reseptorii ile iliskili kinaz 1, 1s1 soku
70kDa proteini, glutatyon S-transferaz, hastalik direnc proteini RPS2, ¢oklu ilaca
direnc proteini RPM1, pektinesteraz ve 16sin bakimindan zengin tekrar proteini
yolaklarinda yer almistir. C. avellana L. genleri ise, transkripsiyon faktori MYB
Plant, peptit/histidin tasiyici, interlokin-1 reseptorii ile iligkili kinaz 1, 1s1 soku
70kDa proteini, glutatyon S-transferaz, hastalik diren¢ proteini RPS2, coklu ilag
direnc proteini, MATE ailesi, hastalik direnc proteini RPM1, peroksidaz ve

senataxin KEGG yolaklarinda yer almistir (Sekil 4.17).

Ayrica bu calismada C. colurna L. ve C. avellana L. Tombul'un transkriptom
verilerinden MISA programi kullanilarak sirasiyla toplam 27051 ve 25312 SSR
motifi tanimlanmistir. Bu, C. colurna L.’den SSR motiflerinin ilk kesfidir. C.
avellana L. Tombul ve C. colurna L’nin tim dizileme verilerinde SSR’lar
karakterize edilerek, farkli iskele/kontig bolgelerinde SSR’larin sikliklar1 ve
dagilimlar1 analiz edilmistir (Sekil 4.21). C. colurna L. ve C. avellana L.
Tombul’daki SSR motiflerinin yaklasik olarak %80’i di-niikleotid ve tri-niikleotid

oldugu gorilmiistiir.

Transkriptom sonuclarim1 deneysel olarak dogrulamak icgin, gelisim, savunma
cevabi ve lipid metabolizmasi ile ilgili 6 genin qPCR ile ekspresyon seviyelerine
bakilmistir. Sonuclara gore TL1 (Thaumatin-like protein 1), GMPM1 (18 kDa
tohum olgunlasma proteini), 2MMP (Metalloproteinaz 2-MMP), At1g29670
(GDSL esteraz/lipaz) ve CHIB1 (Asidik endokitinaz) genlerinin ekspresyonlarinin
C. avellanal.. Tombul'da C. colurnal.’ye gére daha fazla oldugu goériilmiistiir. Ote
yandan, N (direng proteini N) geninin ifadesinin ise C. colurna L.’de daha fazla
oldugu gortilmiistiir (Sekil 4.22). gPCR sonuclari, transkriptom sonuclarindan
elde edilen verilerle ile Kkarsilastirildiginda sonuglarin uyumlu oldugu

saptanmistir.
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Bu tez calismasinin verilerinin farkli arastirmalara da kaynaklik edebilmesi icin C.
colurnal.. ve C. avellanal. Tombul’a ait RNA-seq dizileme bilgileri SRR19139693

ve SRR19139694 erisim numaralariyla NCBI SRA veritabanina sunulmustur.

C. colurna L. ve C. avellana L. Tombul'un de novo transkriptom analizinin
yapildig1 bu ¢alisma, diinyada ekonomik agidan 6nemli olan iki findik tiiriiniin gen
ekspresyon profilleri hakkinda yapilmis onemli bir calismadir. Bu calisma, C.
colurnal.’nin gen ekspresyon profili ¢cikarilarak NCBI veritabanina gen bilgilerinin
eklendigi ilk calismadir. Ayrica bu calismanin devaminda gerceklestirilen C.
avellana L. Tombul ve C. colurna L.’ deki korunmus miRNA’larin kesfine yonelik

calisma ile [161] daha ileri seviyeye tasinmistir.

Bu calisma ile, yeni gen kesifleri, genlerin fonksiyonel aciklamasi ve bitkide
biyobelirte¢ kesfinde 6nemli olan SSR’larin tespitinin bu alanda calisan bilim

insanlarina fayda saglayacagini diisiinmekteyiz.
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