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OZET

Yiksek Lisans Tezi

SNP MOLEKULER ISARETLERINE DAYALI HAVUC GENETIK HARITASININ
GELISTIRILMESI

Ozan SARCAN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Ahmet IPEK

Bu arastirmada, havug bitkisinin Yeni Nesil Sekanslama ile DNA dizilemesi sonrasi
SNP molekiiler isaretleyicilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Arastirmada, 2 havug
1slah hattinin melezi sonucu olusan F1 bitkisinin kendilenmesiyle 94 adet F2 bitkisi
kullanilmistir. Wisconsin Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvari’nda Illumina HiSeq
2000 sisteminde GBS yontemi ile ApeKl enzimi kullanilarak iiretilen her bir F2
bitkisine ait DNA pargalart STACKS bilgisayar yazilimi ile analiz edilmistir. Analiz
sonucunda olusan genotipler Joinmap 4.0 programina aktarilarak Genetik Baglanti
Haritas1 olusturulmustur. 13 adet Baglanti1 Grubu (LG) olusturulmus, sayilar1 54 ve 215
arasinda degisen toplam 1 464 adet SNP molekiiler isaretleyicisi harita {izerine
yerlestirilmistir. Baglant1 gruplarinin toplam uzunlugu 793,4 cM olarak belirlenmistir.
Haritanin biitiinii ele alindiginda molekiiler isaretleyiciler arasi maksimum mesafe
9,5 cM, her bir molekiiler isaretleyici arasindaki ortalama mesafe 0,54 cM olarak
belirlenmistir. Havug genomunda GBS yontemi ile SNP kesfi acisindan diinyada
yapilan ikinci arastirma bu tez ¢alismasi olmustur. Yapilan bu harita ile O6nemli
ekonomik karakterlerin belirlenmesi amaciyla yapilacak QTL c¢aligmalarina katkida
bulunulacaktir.

Anahtar Kelimeler : Havug, Yeni Nesil DNA Dizileme, GBS, SNP, Genetik Baglanti,
Genetik Haritalama
2018, vii + 48 sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

DEVELOPMENT of CARROT GENETIC MAP BASED on SNP MOLECULAR
MARKERS

Ozan SARCAN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet IPEK

In the present research, we aimed SNP discovery via Next Generation DNA Sequencing
Technology. In the study, 94 plants belonging to F2 were used because of the
hybridization of the F1 plant, which is a cross-breeding line of the 2 carrot breeding
lines. In the lllumina HiSeq 2000 system in the University of Wisconsin Biotechnology
Laboratory, DNA fragments of each F2 plant produced by the GBS method using
ApeKI enzyme were analyzed by STACKS computer software. The genotypes that
result from the analysis were transferred to the Joinmap 4.0 program and Genetic
Linkage Map was created. 13 Link Groups (LG) were created and a total of 1 464 SNP
molecular markers ranging from 54 to 215 were placed on the map. The total length of
the linking groups was determined as 793.4 cM. When the whole of the map is
considered, the maximum distance between the molecular markers is 9.5 cM, and the
average distance between each molecular marker is 0.54 ¢cM. The second research on
the carrot genome in the world for the discovery of SNP by the GBS method has been
the work of this thesis. This map will contribute to QTL studies to determine important
economic characteristics.

Keywords : Carrot, Next Generation DNA Sequencing, GBS, SNP, Genetic Linkage,
Genetic Mapping
2018, vii + 48 pages
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1. GIRIS

Havug (Daucus carota L.) iki yillik otsu bir bitki tiirti olup, Apiaceae familyasinda yer
almaktadir. Havug bitkisinin anavataninin Orta Asya oldugu ve Afganistan’1 da igine
aldig1 bildirilmistir (Safadi 2008, Lucier ve Lin 2007). Tohumla iiretilen ve agik
tozlanan havug bitkisi birinci yilda, ¢evre sartlar1 ve genotip 6zelliklerine bagli olarak
60-150 giin igerisinde vejetatif organlarmi olustururken, ikinci yilda ise generatif

organlarini olusturur (Giinay 2005).

Serin iklim sebzesi olan havug bitkisi, 6zellikle ¢imlenme ve sonrasindaki erken
donemde soguklara karsi toleransinin yiiksek olmasi sebebiyle serin bdlgelerimizde
ilkbahar aylarinda, 1liman bdlgelerimizde ise kis aylarinda rahatca yetistirilebilmektedir
(Kiract ve Padem 2015). Diinyada her mevsim tiiketilen havug, lilkemizde genelde
kishk olarak tiiketilmektedir. Kokleri ciliz olan yabani havuglarin 1slahi sonucu,
bugiinkii kiiltiir havug ¢esitleri gelistirilmistir. Kiiltiire alinan ilk havuglar mor renge
sahipken, ilerleyen zamanlarda sar1 ve beyaz renkli havuglarin {retimleri de
yayginlasmistir. Diinyada firetilen havuglarin ¢ogu turuncu renkli olup, Hindistan’da

kirmizi renkli havuglar da tiretilmektedir (Anonim 2009).

100 g taze havugta; 1,1 g Protein, 9,7 g karbonhidrat, 0,2 g yag, 30-42 Kcal enerji,
0 kolesterol, 1 g lif, 36 mg fosfor, 37 mg Ca, 0,7 mg Fe, 47 mg Na, 341 mg K, 23 mg
Mg, 8.115-11.000 IU A vitamini, 0,06 mg B1 vitamini, 0,05 mg B2 vitamini, 0,6 mg B3
ve 0,6 mg E vitamini bulundugu bildirilmektedir (Salk ve ark. 2008, Sermenli 2012,
Anonymous 2015).

A vitamininin 6n maddesi olan B-karotenin en 6nemli kaynaklarindan biri olan havug,
karotenin ilk izole edildigi sebzedir. Karotenoid igerigi yiiksek olan havucun bazi kanser
tirlerine, kalp-damar hastaliklarina, katarakt ve gérme bozuklugu gibi hastaliklara
yakalanma olasihigimi azalttigi ve bagisiklik sistemini giliglendirdigi bilinmektedir
(Vaishnava ve Hooper 2011, Abdel-Aal ve ark. 2013, Shebaby ve ark. 2013). Yiiksek
karotenoid igerigine sahip olan havug, saglikli bir diyet i¢in iyi bir A vitamini ve
antioksidan kaynagidir (Guerra-Vargas ve ark. 2001). Ginliik olarak A-vitamini

alinmasi yerine, A-vitamini ihtiyacinin havug tiiketilerek p-karotenden saglanmasi daha



yararli olacaktir. Havug iiretiminin dolayisiyla daha fazla havucun tiiketilmesinin tegvik

edilmesi, saglikli ve ideal bir beslenme i¢in 6nem arzetmektedir.

Diinyada yetistirilen havuglar genellikle B-karoten iceren turuncu renkli havuglar
olmasina ragmen antosiyanin igeren mor havuglar, likopen igeren kirmizi havuglar,
lutein igceren sar1 havuglar ve pigment igermeyen beyaz havuglar da bulunmaktadir
(Magkevi¢ 1951). Ulkemizde 10-20 cm uzunlugunda uglan kiit, silindirik yapiya sahip
diinyada “nantes” olarak bilinen turuncu havuglar yetistirilmektedir. Adana ve
cevresindeki illerde ise mor renkli havuglar salgam suyu yapimi i¢in iretilmektedir.
Ayrica, son yillarda Konya’nin Eregli ilcesi ve c¢evresinde mor renkli havuclar
antosiyanin ekstraksiyonu i¢in lretilmektedir. Cesit, olgunluk, yetisme kosullar1 ve
mevsim gibi faktorler havuglarda karotenoid igeriginin etkilenmesine neden
olabilmektedir (Hart ve Scott 1995).

Bugiine kadar Daucus carota’nin 13 alt tiirii tespit edilmis, kiiltiir havucunun da bu alt
tiirlerden biri oldugu kabul edilmistir. Kiiltiir havuglarr, Asya ve Avrupa olarak iki
gruba ayrilmistir. Asya grubu havuglarin erken ¢iceklenme egilimleri fazla olup, kok
renkleri kirmizimtirak, mor ve sar1 renge sahiptir (Simon ve Goldman 2006, Simon ve
ark. 2008). Avrupa grubu havuglar ise diisiik sicakliga maruz birakilmadiklar takdirde
ciceklenmeye daha az egilim gostermekte olup, kok renkleri beyaz, kirmizi, sar1 ve

turuncu renge sahiptir (Rubatzky ve ark. 1999).

Havug diinyada genis alanlarda iiretilen bir sebzedir. Birlesmis Milletlerin alt kurulusu
olan Gida ve Tarim Orgiitiiniin (FAO / Food and Agriculture Organization) 2016 yil
istatistiklerine gore diinyada 1 168 729 hektar alanda 42 711 830 ton havug iiretimi
yapilmaktadir. Diinyadaki en énemli ilk 10 iiretici iilke ise sirastyla Cin, Ozbekistan,
Rusya, Amerika Birlesik Devletleri, Ukrayna, Polonya, Birlesik Krallik, Almanya,
Fransa ve Japonya’dir (Anonim 2016a). Tiirkiye ise 12. sirada yer almaktadir.



Cizelge 1.1. Diinyadaki havug tiretim miktari (Anonim 2016a)

Yillar Ekilen Alan (hektar) Uretim (ton)
2007 1147781 30512 522
2008 1 154 506 33 879 552
2009 1148 261 34549 014
2010 1168 725 34 956 864
2011 1204 414 36 565 572
2012 1192 622 37 291 861
2013 1141 554 38 033 338
2014 1125674 38 699 332
2015 1170 160 41173211
2016 1168 729 42 711 830

Havug cogu tilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de severek tiiketilen ve sagliga faydalar
bilinen bir sebzedir. Tiirkiye istatistik Kurumu’nun 2016 yili istatistik verilerine gore
tilkemizde havug tiretimi 101 080 dekarlik alanda yapilmis ve bu tiretim faaliyetinden
554 736 ton havug iiretilmistir. Bu havug tiretimi yogun olarak Konya (336 463 ton) ve
Ankara (124 910 ton) illerinde yapilmaktadir. 59 836 tonluk havug liretimiyle Hatay
ilimizde 6nemli bir havug iireticisi il olmustur (Anonim 2016b). Uretilen bu havug, i¢
pazarda genellikle taze olarak tiiketilmekte veya yemeklerde kullanilmaktadir. Ayrica,

havug suyu tiretiminde, konservelerde, tatli yapiminda da kullanilmaktadir.

Cizelge 1.2. Tirkiye’deki havug tiretim miktari1 (Anonim 2016b)

Yillar Ekilen Alan (dekar) Uretim (ton)
2007 143 367 641 953
2008 129 171 591 538
2009 123 403 593 628
2010 111 876 533 253
2011 122 458 602 078
2012 141 695 714 280
2013 108 643 569 855
2014 104 404 557 977
2015 101 003 534 988
2016 101 080 554 736

Erken ¢igeklenme egilimi (sapa kalkma), havug 1slahgilarina gore seleksiyonda dikkat
edilmesi gereken en Onemli Ozelliktir ve diisiik sicakliklara bir tepki olarak ortaya
¢ikmaktadir (Peterson ve Simon 1986). Erken c¢iceklenme, koklerin lifli ve

degerlendirilemez olmasina yol agmasi nedeniyle istenmeyen bir durumdur (Rubatzky




ve ark. 1999). Popiilasyonda vernalizasyon uygulamasi sonrasi seleksiyon yapilarak,
erken ¢igeklenme gostermeyen cesit 1slah1 yapilabilmektedir. Havug¢ bitkisinin
ciceklenmeye gecebilmesi igin, koklerinin vernalize olmasi gerekmektedir.
Vernalizasyonu tamamlanmis kokler yaklasik olarak ii¢ ay sonra tohum vermektedir

(Peterson ve Simon 1986).

Havucun ¢icek yapisi bagli oldugu Apiaceae familyasina uygun bir sekilde, kii¢iik
semsiyelerin dizilerek biiyiik bir semsiye seklini almasiyla olusmaktadir. Cigekler 5
canak yaprak, 5 tag yaprak, 5 erkek organ ve tek pargali 1 disi organdan olusmaktadir.
Toplu ¢igekler g¢ogunlukla bir ka¢ erkek ¢igekli andromonoik yapidadirlar. Havug
bitkisinin yiiksek oranda yabanci tozlanmasi, erkek organlarin erken olgunlasmasindan
(protandri) kaynaklanir ve kendileme orani yaklasik %15 civarindadir (Thompson
1962). Havucta kendileme depresyonu goriillmektedir. Kendileme yapildigi takdirde,
kok agirhigr ve tohum verimini de i¢ine alan bazi karakterlerde %24’den %73’e varan
siddetli bir kendileme etkisi meydana gelmektedir. Havuglarin “Queen Anne’s Lace”
olarak tamimlanan “yabani formlar1” ile kolayca melezlenebildigi de bilinmektedir
(Simon 1993). Bu nedenle, ekonomik olarak hibrit havug tohumu iiretebilmek igin

sitoplazmik genetik erkek kisirlik kullanilmasi zorunludur.

Erkek kisirligi, erkek organlarin fonksiyonel olmamasi nedeniyle canli polenlerin
olusamamasi olayidir. Kalitsal olan erkek kisirlik olusumu, ya kromozomlar tizerindeki
baz1 genler ya sitoplazma ya da sitoplazma ve hiicre ¢ekirdegindeki genlerin etkilesimi
ile kontrol edilmektedir (Budar ve Pelletier 2001). Bu erkek kisirlik tipleri sirasiyla
genetik erkek kisirligi, sitoplazmik erkek kisirligi ve sitoplazmik genetik erkek kisirligi
olarak adlandirilmaktadir. Sitoplazma ve hiicre c¢ekirdeginde yer alan genlerin
etkilesmesi sonucu, havugta sitoplazmik genetik erkek kisirlik ortaya ¢ikmaktadir.
Kisirligt  kontrol eden genler ise fertil ve steril bireylerin DNA’larinin
karsilastirilmasiyla molekiiler diizeyde arastirilabilmektedir. Genom i¢inde bir DNA
parcasinin farkliliklarin1 temsil eden markorler, bu sekilde bulunabilmektedir
(Schiostterer 2004).



Tiirkiye’de havug iiretimi ¢ogunlukla hibrit tohum kullanilarak yapilmaktadir. Hibrit
tohumun tercih edilmesinin en biiyiik nedeni ise hibrit havug ¢esitlerinin verim artigi
saglamasi, sekil, tat ve renk yoniinden tekdiize havuglarin iiretilebilmesine olanak
saglamasidir. Yiiksek oranda yabanci tozlanan havug¢ gibi bitki tiirlerinde, hibrit
tohumlarin iiretilmesinde zorluklar yasanmaktadir. Ozellikle havug gibi erselik
(Hermafrodit) cicek yapisina sahip yabanci tozlanan bitkilerde, kontrollii melezleme
yapabilmek i¢in emaskiilasyon yapilmalidir. Havug gibi bitki tiirlerinde biiyiik alanlarda
hibrit tohum iiretim maliyetini arttiran en biiylik faktor, cicek yapilarimin kiiclik ve
melez basina elde edilen tohum sayilarinin az olmasidir. Bu nedenle erkek kisirligi,
bitki 1slah¢ilar1 ve hibrit tohum fireticilerinin en ¢ok istedikleri 6zelliklerin basinda

gelmektedir (Tatlioglu 2008).

Havug iiretiminde kullanilan hibrit tohumlarin tamamina yakii yurt digindan ithal
edilmektedir (Anonim 2016c¢). A¢ik tozlanan popiilasyon ve yerel havug gesitlerimizin
hibrit ¢esitlere doniistiiriilmesi, lilkemizin hibrit tohum iiretiminde disa bagimliligin

azaltabilecektir.

Cizelge 1.3. 2012-2017 yillar1 arasindaki havu¢ tohumlugu ithalat ve ihracat degerleri
(Anonim 2016c)

Villar Thracat Miktar Ithalat Miktan Thracat Ithalaat
(kg) (kg) (Dolar) (Dolar)
2012 489 29 273 25923 4 479 523
2013 209 28 374 20 527 5111516
2014 4 948 21074 745 506 3103 065
2015 668 25115 42 889 4 346 463
2016 2 264 26 964 112 877 3182 167
2017 1949 27 069 67 417 3793 055

Uriinde homojenlik, goriiniis, hastalik ve zararlilara dayaniklilik, erken ¢iceklenme
egiliminin azaltilmasi, yiiksek besin igerigi ve giizel tat gibi 6zellikler, havugta 1slah

amaglar arasinda yer alir (Stein ve Nothnagel 1995).




Saenz Lain (1981) yaptiklar1 arastirmada, havugta 9 ¢ift kromozomun varligindan ve
kromozomlarin uzunluklart arasinda kiiciik farkliliklar oldugundan séz etmektedir.
Daucus tiirlerinin temel kromozom sayilar1 x=9 ile x=11 arasinda degismekte olup,
tamamina yakini diploid yapidadir. Daucus carota, Daucus capillifolus ve bazi Giiney
Akdeniz tirleri 2n=2x=18 kromozom sayiSina sahiptir (Saenz Lain 1981). Havucun
DNA hacmi 0.98 pg/1C igeriginde ve her bir kromozomu 473 Mbp biiyiikligiindedir
(Arumuganathan ve Earle 1991). Havu¢ genomu kiigiik oldugu i¢in molekiiler
markorlerde varyasyon ¢ok genis olup, rejenerasyon ve genetik transformasyon kolayca
sonuc¢lanabilmektedir. Bu ylizden havucun biyoteknolojik ¢aligmalar i¢in ¢ok uygun bir

tiir oldugu belirtilmistir (Simon 2000).

Havugta belirlenebilen basit kalitima sahip bazi 6zelliklerden sorumlu olabilecek
genlerin karakterizasyonu ve tamimlamas: iizerine, birgok arastirmaci uzun yillardir
caligmaktadir. Yapilan bu arastirmalar nezdinde bugiine kadar yaprak, kok ve cicek
karakterlerini de igine alan fenotipik Ozellikler ile iliskili yaklasik 50 farkli lokusa
ulasilmistir (Simon 2000, Simon ve ark. 2008). Biyoteknolojideki gelismeler ve
ozellikle izoenzim uygulamalar1 ve DNA markarlerinin uygulamaya girmesi ile birlikte

modern havug 1slah1 farkl: bir boyut kazanmaya baslamistir.

Glinlimiiz modern 1slah tekniklerinde, genetik kaynaklarin tanimlanmasi vazgecilmez
uygulamalarin basinda gelmektedir. Morfolojik markorlerle yapilan
karakterizasyonlarda, bitki tiirlerinin morfolojik karakterlerine dayali yapilan
taksonomik siniflandirma, bitkinin yasina, fizyolojik durumuna ve gevresel faktorlere
bagl olarak degisiklik gostermekte ve bazen yeterli olmamaktadir (Havey 1991).
Ayrica, morfolojik 6zellikleri birbirine ¢ok yakin olarak goriilen gruplar genetik olarak
birbirinden ¢ok farkli olabilmektedir (Sevindik ve ark. 2013). Bitkilerdeki genetik
cesitliliginin ortaya konmasinda, bitki tiirleri arasindaki taksonomik ve filogenetik
iliskilerin dogru bir sekilde belirlenmesinde, molekiiler markorler basariyla
kullanilmaktadir (Yang ve Quiros 1993). Molekiiler markdr teknolojisi her gecen giin
hizla gelismekte ve modern bitki 1slahindaki yerini almaktadir (Lee 1995, Winter ve
Kahl 1995, Duvick 1996).



Molekiiler markorlerin  biiyiik ¢ogunlugu, PCR teknigine dayanmaktadir. Farkli
biiyiikliiklerdeki (polimorfik) protein ve DNA pargaciklari, jel tizerinde elektrik akimi
yardimiyla farkli sekillerde hareket etmektedirler. Jel iizerinde ebatlarina gore farkli
sekilde hareket eden bu pargaciklar, boyama veya radyoaktif yontemlerle tespit
edilebilmektedir. Markorlerin bitki genetigi ve islahindaki baslica kullanim alanlari,
¢esit tanimlama, Markor Destekli Seleksiyon (Marker Assisted Selection = MAS) ve
genom haritalama’dir. Cesit tanimlamada cins, tiir ve c¢esitler arasinda polimorfizm
gosterecek markorlerden yararlanilmakta ve gen kaynaklarinin tanimlanmasi,
siiflandirilmasi ve gen bankalarinin yonetimi; 1slah hat ve ¢esitlerinin parmak izlerinin
cikarilmasiyla, ¢esit patent haklarinin elde edilmesi ve boylece 1slah¢i haklarinin
korunmasi saglanabilmektedir (Badenes ve Parfitt 1998, Agaoglu ve Ergiil 1999,
Gogmen ve ark. 1999a, Go¢gmen ve ark. 1999b, Polat ve ark. 1999, Cansian ve
Echeverrigaray 2000, Li ve Quiros 2000).

In vitro kosullarda, istenilen bir genin ya da 6zgiin bir DNA dizisinin ¢ok sayida
kopyasiin elde edilmesi icin, 1980’11 yillardan itibaren Polimeraz Zincir Reaksiyonu
“Polymerase Chain Reaction” (PCR) kullanilmaya baglamistir. PCR ile, istenilen
genlerin ya da DNA dizilerinin replikasyonu, hizlandirilmis bir sekilde gerceklestirilir.
PCR, replikasyon siirecini taklit ederek aynen dogal hiicre bdliinmesinde oldugu gibi,
yaklasik 30 jenerasyon se¢ilmis bir DNA dizisinin asag1 yukar: milyar kati1 kopyalanmis
olur (Temizkan ve ark. 2008). Polimer zincir reaksiyonunun (PCR) bulunmasindan
sonra DNA markorleri kullanilarak gen etiketleme, genetik haritalama, tarimsal agidan
onemli genlerin belirlenmesi, genetik c¢esitlilik calismalari, filogenetik analizler ve

Markor Destekli Seleksiyon (MAS) galismalart kolaylagsmistir (Joshi ve ark. 2000).

Ideal bir molekiiler markor tekniginin; az miktarda DNA veya doku ihtiyact
gerektirmesi, polimorfik olmasi ve biitiin genomda kullanilmasi, genetik farkliliklarin
ortaya ¢ikarilmasinda yeterli olmasi, farkli fenotiplerle baglant1 olusturmasi, ¢ok sayida,
bagimsiz ve gilivenilir markorler iiretmesi gibi 6zelliklere sahip olmasi istenir. MAS ve
genom haritalamada, markoér kullaniminin 6n sarti, agilim gosteren, baslangig
popiilasyonunun olusturulmasidir (Paterson ve Wing 1993). Basit karakterler igin
genelde F2, BC (Geriye Melez) ve NIL (Yakin Izogenik Hatlar) popiilasyonlari

kullanilmakta; genom haritalama ve ¢ok genle idare edilen karakterler icin ise F2:3 ve



RIL (Rekombinant Saf Hat) popiilasyonlarina basvurulmaktadir (Staub ve ark. 1997,
Goldman ve ark. 1995, Ekbi¢ ve ark. 1999, Park ve ark. 2000). Popiilasyonlarda,
markdrlerin linkage (baglant1) dagilimina bakilarak, genom haritalar1 olusturulmaktadir

(Onus 1999a, Onus 1999b).

Havugta ilk genetik harita 1989 yilinda Westphal ve Wricke tarafindan yapilmistir. Bu
calismayi sirasiyla igerisinde birka¢ bin genetik markorii barindiran ¢esitli havug
haritalar1 izlemistir (Westphal ve Wricke 1991, Schulz ve ark. 1994, Bradeen ve ark.
1997, Niemann ve ark. 1997, Westphal ve Wricke 1997, Bradeen ve Simon 1998, Vivek
ve Simon 1999, Boiteux ve ark. 2000, Boiteux ve ark. 2004, Le Clerc ve ark. 2002,
Nothnagel ve Straka 2003, Santos ve Simon 2004, Nothnagel ve ark. 2005, Yau ve ark.
2005, Just ve ark. 2007, Bradeen ve Simon 2007). Bu haritalarin biiyiik bir gogunlugu
F2 popiilasyonlar: kullamlarak AFLP, RFLP, Izoenzim, RAPD, CAPS ve SCAR
markorleri kullanilarak olusturulmustur. Simdiye kadar yel (Nothnagel ve Straka 2003),
cola (Yau ve ark. 2005), MJ-1 (Boiteux ve ark. 2004), Y2 (Bradeen ve Simon 1998) ve
P1 (Vivek ve Simon 1999) genlerinin belirlendigi monogenik 6zellikler haritalanmistir.
Bunlar igerisinde karoten QTL, Mj-1, sitoplazmik erkek kisirhgi (CMS) ve Rs
genlerinin markor destekli seleksiyon (MAS) yontemi igin kullanilabilecegi rapor
edilmistir. Just ve ark. (2007) karotenoid dongiisiinde yer alan bazi yapisal genleri daha
once Santos (2001)’un olusturmus oldugu haritaya yerlestirmiglerdir. Yapilacak yeni
haritalama g¢alismalarinda daha fazla kodominant markoérlerin kullanimi gelecek igin

onemli olacaktir.

Genotipleme ¢alismalarinda, prosediirii belirlemedeki en 6nemli faktorlerden biri diisiik
maliyettir. Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), Sinirlayict Enzim Parga
Uzunlugu Cesitliligi (RFLP) ve Mikrosatellitler gibi molekiiler isaretleyicilerin elde
edilmesinde klonlama ve primer dizayni asamalarinin ugrastiriciligi, maliyetinin fazla
olmas1 ve molekiiler isaretleyici yogunlugunun smirli olmasi gibi nedenlerle yeni
molekiiler isaretleyicilere ihtiya¢ duyulmaktadir. SNP (Single Nucleotid Polimorphism)
molekiiler isaretleyicileri bu nedenle 6nem kazanmistir (Beissinger ve ark. 2013). SNP
molekiiler igaretleyicileri DNA molekiilleri arasinda en fazla bulunan mutasyonlardir ve
bitkilerde yapilan arastirmalarda son donemde yogun olarak kullanilan molekiiler

isaretleyicilerdir (Ward ve ark. 2013).



Islah popiilasyonlarinda SSR ile arastirilmasi smirli olan ve AFLP ile yeterli cevap
alimamayan genomlara, SNP markdrleri uygulanmaktadir. Genom tiizerinde dagilmis
belirli bolgelere ait DNA pargalarmin dizilenmesi ve Kkarsilastirilmas: esasina
dayanmaktadir. Tekrarlanabilirligi yiiksek olup, otomasyon yapilabilmektedir (Ching ve
ark. 2002). SNP markoérlerin son yillarda molekiiler bitki 1slah ¢alismalarinda yaygin
olarak tercih edilmelerinin en biiyiik nedeni yiiksek oranda polimorfik, ko-dominant,
kesin, yiliksek c¢oziintirliiklii, ekonomik ve yiiksek diizeyde bilgi verici olmalarindan

kaynaklanmaktadir (Lombardi ve ark. 2014).

Niikleik asitlerin polimerlerinde (DNA ya da RNA), niikleotidlerin diziliminin
belirlenmesi olayma dizileme ya da sekanslama denir. DNA dizi analizi sayesinde bir
DNA molekiiliindeki niikleotidlerin kesin dizilimi belirlenebilmektedir. DNA dizi
analizi, bir niikleik asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir. ilk olarak 1977’de
uygulanmasindan gilinlimiize kadar genomik caligmalarin olusmasina ve dolayisiyla
bitki genom kompozisyonu ve organizasyonu hakkinda sahip olunan bilginin artmasina
olanak saglamistir (Kumar ve ark. 2012). 1977 yilinda iki farkli dizileme yontemi
gelistirilmis ve yayinlanmigtir. Bunlardan Maxam ve Gilbert’in gelistirdikleri yontem
kimyasal dizilemeye dayanmaktadir. Frederick Sanger’in gelistirdigi yontem ise sentez
ile dizileme (sequencing by synthesis - SBS) prensibine dayanmaktadir (Kumar ve ark.
2012).

Sanger dizileme temelli yeni nesil DNA dizileme teknolojilerinin gelistirilmesi (Next
Generation Sequencing - NGS), son on yil igerisinde gergeklestirilmistir. Tek bir PCR
reaksiyonunda yiiz milyonlarca bazdan yiiz milyarlarca baza kadar ¢ok biiyiik miktarda
bazin aynmi anda dizilenmesi ve goriintilemesi, NGS teknolojileri sayesinde
yapilabilmektedir. Ayrica oldukga biiyiik miktardaki dizileme verileri NGS teknolojileri
ile, Sanger metoduna kiyasla oldukg¢a diisiik maliyette yapilabilmektedir. Bir diger
avantaj ise; Sanger metodu ile aylarca siirebilecek olan bir dizi analizi NGS ile birkag
giin igerisinde yapilabilmektedir (Deschamps ve Campbell 2010). Giiniimiizde firmalar
cok yiiksek miktarda farkli DNA dizisinin tek bir reaksiyonda yiiksek ¢oziintirliiklii
dizilemesini paralel reaksiyonlarda yapan farkli teknolojiye sahip NGS platformlar
tretmislerdir. Gelistirilen tiim NGS teknolojilerinde ortak yapilan islem; dizisel eklenen

niikleotidlerin goriintiilenmesi ve dizi analizi i¢in kalip DNA fragmentlerinin



olusturulmasidir. Giincel NGS teknolojileri “ikinci jenerasyon” ve “iigiincii jenerasyon”
olmak tizere iki kategoriye ayrilmaktadir. Bu gruplandirma cogunlukla dizilemenin
yapilacag kalip DNA’nin amplifiye edilmesi ve takibinde dizi analizinin yapilmasi ya
da kalip DNA’nin amplifiye edilmeden tek bir DNA molekiiliinden dizilenmesine gore
yapilmaktadir (Deschamps ve ark. 2012). Farkli firmalarin iretmis oldugu ikinci
jenerasyon NGS platformlari sunlardir; Solexa dizilemesi (Illumina Genome Analyzer),
454 dizilemesi (454 Genome Sequencers, Roche Applied Science; Basel) ve SOLiID
dizileme platformu (Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) (Shendure ve Ji 2008).

Tiim NGS platformlarinda; kalip DNA’nin hazirlanmasi, dizileme ve goriintiileme, son
olarak da veri analizi olmak {lizere ii¢ temel islem yapilmaktadir. Platformlar1 bu ii¢
islem basamagindaki sahip olduklar1 spesifik protokolleri farklilastirmaktadir ve ayrica
platformlarin trettikleri dizileme veriside birbirlerine gore farklilik gostermektedir
(Metzker 2010). NGS verilerinden SNP tespiti (calling) ve genotiplemesi karakteristik
olarak NGS teknolojisine 6zgiidiir. NGS verileri, geleneksel sanger dizileme ya da SNP
genotipleme metodlarina gore daha yiliksek hata oranina sahiptir. Bunun nedeni, daha
yiiksek ¢Oziiniirlikte dizileme yapmasina dayanmaktadir. NGS teknolojileri, Sanger
dizilemeye gore daha kisa okumalar olusturmakta ve dolayisiyla bu da yanlis hizalama
(alignment) riskini artirmaktadir. Tiim bu sebeplerden dolayr bir popiilasyonda
SNP’lerin tespiti olduk¢a zor bir islemdir. SNP tespiti i¢in g¢esitli algoritmalar
gelistirilmistir. MAQ, SAMtools, GATK, SOAPsnp, SNIP-Seq ve MapNext en yaygin
olarak kullanilan yazilimlardandir (Deschamps ve ark. 2012).

Bitki 1slah1 ve genomik calismalarda, Yeni Nesil Dizileme teknolojileri kullanilarak
dizileme tabanli genotipleme analizlerinde yeni yaklasimlar gelistirilmektedir. Dizileme
ile Genotipleme (Genotyping by Sequencing - GBS), bu yaklasimlardan birisidir ve
bitki genetigi ¢alismalarinda onbinlerce markér ile tiir, popiilasyon ve aragtirma hedefi
siirlamasi olmadan arastirmacilara esnek ¢aligma imkani sunmaktadir (Kumar ve ark.
2012). NGS tabanh platformlardan birisi olan GBS ile SNP kesfi ve genotiplemesi,

dizileme esnasinda simultane olarak yapilabilmektedir (Chen ve ark. 2013).
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Genomik ve transkriptomik caligsmalar, Yeni Nesil DNA Dizileme teknolojilerinin
biyoloji bilimine kazandirilmasiyla beraber boyut degistirmis, popiilasyondaki genetik
isaretleyicilerin kesfi, validasyonu ve anlamlandirilmasi adma biiyiik ilerleme
saglanmistir (Davey ve ark. 2011). Giliniimiizde ¢ok sayida DNA dizileme tabanli SNP
genotipleme platformlar1 ulasilabilir durumdadirlar ki bunlar hedeflenmis ya da tiim

genom dizileme bazli teknolojilerdir (Fan ve ark. 2006).

DNA dizileme tabanli SNP markorii bulma metodlarina tiim genom dizileme, exom
yakalama, RNA dizileme, metillenmis DNA dizileme, restriksiyon enzimi tabanl
dizileme yontemleri 6rnek olarak verilebilir (Beissinger ve ark. 2013). Restriksiyon
enzimi tabanli dizileme yontemleri, RFLP yontemi kullanilarak insan hastaliklariyla
genler arasi iliskileri ¢6zme amagli c¢aligmalar yapildigt zamandan beri molekiiler
isaretleyici tespiti ¢alismalarinin temelini olusturmaktadir (Donis-Keller ve ark. 1987).
Genomdaki hedef bolgenin karmasik yapisi sadelestirilip genetik markdr tarama

calismasi, restriksiyon enzimleri yardimiyla yapilabilmektedir.

Restriksiyon Enzimi Tabanli metodlardan olan GBS (Elshire ve ark. 2011) ve RAD-Seq
(Baird ve ark. 2008) metodlar1 giiniimiizde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.
GBS ve RAD-Seq metodlar1 benzer enzim kesim teknigine dayansa da GBS daha az
karmasik bir metoddur ve zaman agisindan degerlendirildiginde de RAD-Seq’e oranla

daha az zamanda daha ¢ok veri elde etmeyi saglar (Ward ve ark. 2013).

GBS metodu temelde misir i¢in gelistirilmis olsa da basitligi ve tekrarlanabilirligi
nedeniyle popiilasyon ¢alismalarinda, gen kaynaklarin karakterizasyonunda ve genetik
1slah caligmalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. GBS metodunun tercih
edilmesinin en biiyiik nedenlerinden biri de iiretilmis datalarin anlamlandirilabilmesi
icin gerekli olan biyoinformatik yazilimlarin yaygin olarak gelistirilmis olmasidir
(Donato ve ark. 2013). GBS metodunda kullanilan enzimler, metilasyon duyarli
enzimlerdir. Boylece, metillenmis yiiksek tekrarli genomik bdolgelerdeki dizi (sekans)
yogunlugu azaltilabilirken, diisiik tekrarli gen bolgelerindeki dizi (sekans) yogunlugu
ise yiiksek tutulabilmektedir (Gore ve ark. 2009). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda en
yaygin kullanilan restriksiyon enzimi ApeKI enzimidir. ApeKI, retrotranspozonlari

seyrek siklikla keser ve metilasyon duyarl bir enzimdir (Elshire ve ark. 2011).

11



GBS metodunun gerceklestirildigi sistemlerden biri olan Illumina HiSeq 2000
(Illumina, San Diego, CA) sisteminde oncelikle tiim Ornekleri igeren belirli sayida
DNA havuzu olusturulur. GBS platformu tarafindan iiretilen DNA pargalarinin analiz
edilebilmesi i¢in biyoinformatik yazilimlara ihtiyag duyulmaktadir. Bu yazilimlara
Stacks (Catchen ve ark. 2011) ve Tassel (Glaubitz ve ark. 2014) O6rnek verilebilir.
Calisilmak istenen organizmaya ait geriye doniik hi¢bir genetik bilgi olmadan yapilan
popiilasyon c¢alismalari, Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri sayesinde yapilabilir
durumdadir (Davey ve ark. 2011). Stacks analiz programi ile SNP tespiti miimkiindiir

(Catchen ve ark. 2011).

Genom dizilerinin kolaylikla ve diisiik maliyetle elde edilebilir olmasi, Yeni Nesil DNA
Dizileme yontemleriyle birlikte gergeklesebilmistir fakat pratikte fragmentler halinde ve
tamamlanmamis taslak genomlarin olustugu da goriilmektedir. Baglanti haritasi
olusturabilmek i¢in, fragmentlere ayrilmis genomun bir araya getirilmesi gereklidir. Bu
harita Genetik Baglant1 Haritas1 (Linkage Map) olarak adlandirilir (Lewin ve ark. 2009).
Genetik Baglanti1 Haritalar1 fiziksel molekiiler isaretleyiciler arasindaki rekombinasyon
oranlarina dayali olarak olusturulur ve yaklasik 100 yildan fazladir biyoloji bilimine
hizmet etmektedir. Model organizmalar arasinda rekombinasyonlar gergeklestirip bu
organizmalar arasinda genetik farkliliklar elde ederek, genetik baglanti haritas
olusturulabilir. Haritanin olusturulmasi, tespit edilen molekiiler isaretleyicilerin lineer
bir dizi (sekans) lizerinde mesafelerine gore yerlestirilmesi esasina dayanir (Fierst

2015).

Baglanti haritalari, yiiksek ¢iktili dizileme cihazlarinda iiretilen milyonlarca molekiiler
isaretleyicinin diisiik 6l¢ekteki datalara doniistiiriilmesi prensibine dayanir. Milyonlarca
molekiiler isaretleyici yerine daha kullanilabilir yiizlerle ifade edilebilen sayidaki
molekiiler igaretleyiciler baglanti haritalarini olugturmaktadir (Cheema ve Dicks 2009).

Genetik analizler sonucu elde edilen datalar arasindaki baglantilar1 géstermek ve analiz
etmek amaciyla Joinmap programi gelistirilmistir. Linkage 1 (Suiter ve ark. 1983),
mapmaker (Lander ve ark. 1987), Gmenpoer (Echt ve ark. 1992) gibi uygulamalar
giinlimiize kadar yaygin olarak kullanilan uygulamalardan bazilaridir. Gilinlimiizde
bircok canli {izerindeki molekiiler isaretleyicilerin tespiti oldukca kolaylasmis,

ucuzlagsmis ve kisa zamanda elde edilebilir duruma ulagmistir. Misir bitkisinde (Coe ve
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ark. 1990) ve Arabidopsis thaliana’da (Chang ve ark. 1988, Nam ve ark. 1989) yapilan
calismalar sonucu elde edilen genetik haritalar ile genetik haritalama c¢alismalari
popiilerlik kazanmistir ve giinlimiizde bir¢cok canlida genetik haritalama olusturma
calismalar1 oldukga yayginlasmistir (Lobo ve Shaw 2008). Bu durum, genetik datalarin
anlamlandirilabilmeleri agisindan bilgisayar yazilimlarina ihtiya¢ duyuldugunu

gostermektedir.

Biitlin data seti icerisinde ulasilabilir olan baz ¢iftlerinin (bg) rekombinasyon frekanslari
LOD (logarithm of odds) skorlarina gore hesaplanir. Markorlar odds orani kullanilarak
baglanti gruplar: tizerine yerlestirilmektedir. Odds degeri bir rekombinasyon degeri igin
iki lokusun baglantili olma olasiliginin baglantili olmama olasiligina orani olarak
tanimlanmakta ve bu oran LOD (logarithm of odds) skor olarak bilinmektedir (Risch
1992). Bitki, insan ve hayvan popiilasyonlarinda baglanti analizi yapmak i¢in LOD skor
istatistik testi kullanilir. Bu test Newton E. Morton tarafindan gelistirilmistir.
Bilgisayarli LOD skor analizi, Mendeliyen ozellikler arasinda baglantinin belirlenmesi

icin karmasik soyagaclarinin analizini kolaylastirir (Griffiths ve ark. 1993).

Joinmap programinda baglanti haritast olusturmak i¢in Oncelikle, veri programa
aktarilir. Baglant1 gruplari belirlenir; eger data birka¢ baglanti grubunu ayni anda
iceriyorsa data dosyasi baglanti gruplarina gore ayr1 dosyalara boliiniir. Molekiiler
isaretleyiciler genetik harita lizerinde siralanir. Molekiiler isaretleyicilerin ilk g¢ifti
secilip harita mesafesi hesaplanir. Haritaya hangi molekiiler isaretleyicinin eklenecegine
karar verilir. Bu durum, biitiin molekiiler isaretleyiciler i¢in en basta belirlenmis olan
LOD skorlarina gore yapilir. Haritada hangi molekiiler isaretleyicinin hangi pozisyona
eklenecegine karar verilir. “Reshuffling” adi verilen bir tekrar karistirma asamasindan
gecirilir ve boylelikle deneme yanilma yontemiyle mesafeyi belirledigi asamadan
itibaren asamalar1 tekrar ederek molekiiler isaretleyicilerin en 1iyi pozisyonu

belirlenmeye c¢aligilir.
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Bu arastirmada, havug bitkisine ait 94 adet F2 bitkisi i¢cin Yeni Nesil DNA Dizileme
yontemlerinden biri olan “Genotyping by Sequencing” (GBS) metodunun Illumina
HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA) cihazinda uygulanmasiyla elde edilen DNA
fragmentlerinin Stacks (Catchen ve ark. 2011) programinda analiz edilmesiyle tespit
edilen SNP molekiiler isaretleyicilerine dayali Genetik Baglant1 Haritasi’nin, JoinMap
4.0 (Van Ooijen ve Voorrips 2001) analiz programi kullanilarak olusturulmasi

amagclanmustir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Genotyping by Sequencing Yontemi ile Yeni Nesil Dizileme

Genotyping by Sequencing (GBS) yontemi ilk olarak musir bitkisi i¢in gelistirilmistir.
Basitligi ve tekrarlanabilirligi nedeniyle popiilasyon ¢alismalarinda, gen kaynaklarinin
karakterizasyonlarinda ve 1slah ¢aligmalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Tercih
edilmesinin en 6nemli nedeni, GBS metoduyla iiretilmis verilerin anlamlandirilabilmesi
icin gerekli olan biyoinformatik yazilimlarin yaygin olarak gelistirilmis olmasidir

(Donato ve ark. 2013).

Next Generation Sequencing (NGS) protokollerinin ¢esitli bitki ve popiilasyonlarda
SNP kesfi ve genotiplemesini amaglayan en son uygulamasi, Dizileme ile Genotipleme
(Genotyping by Sequencing - GBS) yontemidir (Spindel ve ark. 2013). Bitki 1slahi
caligmalarinda genomik seleksiyon uygulamalari, genellikle referans Ornekler
kullanilarak kesfedilen markdrlerle yapilmaktadir. Ancak NGS ile DNA dizileme
teknolojilerindeki hizli gelismeler ki bu gelismeler kisa DNA fragmentlerinin
dizilenmesine dayanmaktadir, biiyiik ve farkli germplazm koleksiyonlarinda, dogrudan
ve ekonomik SNP kesfine olanak saglamaktadir (Crossa ve ark. 2013).

GBS, bitki genetigi ¢alismalar1 yapan arastiricilarin beklentilerini, es zamanli markor
kesfi yapmasi, genotiplemeyi basit ve diisiik maliyette molekiiler biyoloji calisma
akisinda saglamasi dolayisiyla en yiiksek diizeyde karsilamaktadir. Kesim ig¢in
kullanilan enzim ise tanimlanan markor sayisin1 ve gerekli dizi (sekans) miktarini
etkilemektedir. Genomu daha sik araliklarla kesen bir enzim daha fazla sayida DNA

fragmentinin olugsmasina ve markor sayisinin artmasina sebep olmaktadir (Kumar ve

ark. 2012).

GBS her bir bireyden es zamanl olarak milyonlarca veya milyarlarca kisa okumalar
toplayan ve genom kompleksligini restriksiyon enzimleri ile azaltarak her bir lokusta
dizi (sekans) kapsamini gelistiren NGS tabanli bir platformdur (Chen ve ark. 2013).
GBS, yiiksek SNP kapsami sunarak SNP analizlerinin etkinligini artirmistir (Sonah ve
ark. 2013). Illumina NGS platformu igin gelistirilen GBS, yiiksek diizeyde multipleks
bir sistemdir (Elshire ve ark. 2011). Genetik analizler ve genotipleme i¢in oldukga gok
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sayida SNP gelistirebilen GBS; ekonomik, daha az PCR ve piirifikasyon basamaklarina
sahip, boyut ayrimlamasina ve referans genoma ihtiya¢ duymayan, ilaveten etkin
barkodlamaya sahip ve artirma (scale up) isleminin kolay oldugu bir yontemdir. Bu
yiizden, bitkilerde genomik tabanli 1slah caligmalarinda giderek ©onemli bir yer
edinmektedir (He ve ark. 2014). Son yillarda, GBS protokolii misir ve arpada Elshire ve
ark. (2011) tarafindan ¢alisilmistir. Bu ¢alismada RIL popiilasyonu kullanilmis, misirda
200 000 ve arpada 25 000 dizi etiketi (sequence tags) haritalanmistir (Sonah ve ark.
2013).

You ve ark. (2013) yaptiklar c¢alismada Illumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego,
CA) cihazinda Multiplexed Shutgun (Andolfatto ve ark. 2011) yontemiyle edilen datalar
ile cinsiyet temelli baglanti haritasi olusturmuslardir. Epinephelus coioides tiiriine ait
142 melezden elde edilen DNA ile 594 142 945 90-bg biiyiikliigiindeki ham data ile 18
256 Mendel Segregasyonu’na sahip SNP molekiiler isaretleyicisi elde edilmistir. 24
Baglant1 grubu tizerine 4 608 SNP yerlestirilmistir. Toplam Baglant1 Haritas1 1 581 cM

olarak belirlenmistir.

Gardner ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada “Golden delicious x Scarlet spur” elma
cesitlerinin ¢aprazlanmasiyla elde edilen 89 melezden 500 ng DNA HindllI-HF enzimi
kullanilarak kesilmis ve Illumina HiSeq 2000 cihazinda GBS yontemiyle analiz
edilmistir. 96 kuyucuklu PCR plate’inde gercgeklestirilen analiz sonucunda toplam 85
129 960 100-b¢ DNA dizi (sekans) okumasi elde etmislerdir. Fakat tiretilen bu data
igerisinde ¢ok fazla kayip ve genetik haritalamada kullanilamayacak veri elde ettiklerini
belirtmislerdir. Bu data igerisinden genotip kalitesine bagli olarak kayip datalarin
temizlenmesi sonucunda 273 835 SNP molekiiler isaretleyicisi tespit etmislerdir. Elde
edilen molekiiler isaretleyicilerden 3 967 SNP genetik baglanti haritasina
aktarilabilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda SNP molekiiler isaretleyicilerinin yiiksek
yogunluklu genetik baglanti haritalar1 olusturmada ilk sirada tercih edilmesi gereken

molekiiler isaretleyiciler olduklar1 vurgulanmistir.

Pootakham ve ark. (2015) yaptiklart c¢alismada, iki kauguk agaci haritalama
popiilasyonu kullanmiglardir. P popililasyonu, BPM24 x RRIM600 ebeveynlerinin
melezlenmesiyle elde edilen 118 melezden, C popiilasyonu ise BPM24 x RRIC110
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ebeveynlerinin melezlenmesiyle elde edilen 79 melezden olusmustur. 197 bireyin
genomik DNA's1 Pstl/Mspl enzimi kullanilarak kesilmis ve Ion Torrent Proton dizilim
platformunda analiz edilmistir. Her iki popiilasyondan toplam 1 003 904 519 DNA dizi
(sekans) okumasi elde edilmistir. Fakat iiretilen bu data igerisinde ¢ok fazla kayip ve
genetik haritalamada kullanilamayacak veri elde ettiklerini belirtmislerdir. Bu data
icerisinden genotip kalitesine bagli olarak kayip datalarin temizlenmesi sonucunda 21
353 Mendel Segregasyonu’na sahip SNP molekiiler isaretleyicisi tespit etmislerdir. Elde
edilen molekiiler isaretleyicilerden 2 321 SNP (P popiilasyonundan 1 639 SNP, C
popiilasyonundan ise 1 710 SNP), entegre genetik baglanti haritasina aktarilmistir.

Toplam Baglant1 Haritas1 2 052 ¢M olarak belirlenmistir.

Guajardo ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, “Rainier x Rivedel” (Ra x Ri) kiraz
cesitlerinin melezlenmesiyle elde edilen 166 melezden 100 ng DNA, EcoRI enzimi
kullanilarak kesilmistir. Illumina HiSeq 2000 cihazinda, GBS yontemiyle analiz edilen,
ortalama 2 333 869 DNA dizi (sekans) okumasi elde etmislerdir. Bu veri igerisinden
genotip kalitesine bagl olarak kayip verilerin analizden ¢ikarilmasi sonucunda 8 476
SNP molekiiler isaretleyicisi tespit etmislerdir. 8 Baglanti grubu iizerine 964 SNP ve 21
SSR yerlestirilmistir. Toplam Baglant1 Haritas1 731,3 cM olarak belirlenmistir.

Crawford ve ark. (2016) yaptiklart ¢alismada, bugdaygiller familyasina ait Spartina
pectinata tiirini kullanmiglardir. 17-109 ve 20-102 ebeveynlerinin melezlenmesiyle
elde edilen 63 melezden 250 ng genomik DNA Pstl-HF ve Bfal-HinP1l enzim
kombinasyonu ile kesilmistir. I[llumina HiSeq 2000 cihazinda GBS (Elshire ve ark.
2011, Poland ve ark. 2012) yontemiyle analiz edilen ~ 218 000 000 100-b¢ DNA dizi
(sekans) okumasi elde etmislerdir. Bu veri igerisinden genotip kalitesine bagl olarak
kayip verilerin analizden ¢ikarilmasi sonucunda 26 418 SNP molekiiler isaretleyicisi
tespit etmislerdir. 20 Baglanti grubu {izerine 2 538 SNP yerlestirilmistir. Toplam
Baglant1 Haritas1 1 838 cM olarak belirlenmistir.

Zhang ve ark. (2016) yaptiklart ¢aligmada, “Dongzao x Zhongningyuanzao” hiinnap
cesitlerinin melezlenmesiyle elde edilen 145 melezden elde edilen genomik DNA Msel,
T4 DNA ligase ve Msel Y adapter enzim kombinasyonu ile kesilmistir. I[llumina HiSeq
4000 cihazinda, GBS yontemiyle analiz edilen, 256 708 177 50-b¢ DNA dizi (sekans)
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okumas1 elde etmislerdir. Bu veri igerisinden genotip kalitesine bagli olarak kayip
verilerin analizden ¢ikarilmasi sonucunda 40 372 SNP molekiiler isaretleyicisi tespit
etmiglerdir. 12 Baglant1 grubu {izerine 2 540 SNP yerlestirilmistir. Toplam Baglanti
Haritas1 1456,53 cM olarak belirlenmistir.

Wang ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada “Crassostrea gigas X Crassostrea angulata”
caprazlanmasiyla elde edilen 106 melezden 200 ng DNA EcoRI ve Hinfl enzim
kombinasyonu ile kesilmistir. Illumina HiSeq 2500 (Illumina, San Diego, CA)
cihazinda GBS yontemiyle analiz edilen 6 840 000 90-b¢ DNA dizi (sekans) okumasi
elde etmislerdir. Referans genom varliginda yapilan ¢alismada okumalar referans
genom ile Kkarsilagtirilmig intron, exon, genic ve intergenic bolgeler tizerindeki
yerlesimlerine gore oranlar belirlenmistir. Stacks yazilimi kullanilarak SNP tespiti
yapilmis 65 031 RAD loci olusturulmus 40 445 SNP tespit edilmistir. Tespit edilen SNP

molekiiler isaretleyicilerinden 8 743 SNP genetik baglanti haritasina yerlestirilmigtir.

2.2. Stacks Bilgisayar Yazilimi ile SNP tespiti

Illumina cihaz1 tarafindan iretilen kisa okumali dizileme verilerini kullanarak,
bireylerin bir set igerisindeki lokuslarinin iizerinde tanima ve genotipleme amaciyla
Stacks bilgisayar yazilimi kullanilmaktadir. Stacks yazilimi referans genom varliginda
karsilastirmali olarak da g¢alisabilmektedir. Illumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego,
CA) cihazi tarafindan “reduced representatition” prensibiyle tiretilen dizilerde, program
yardimiyla tekrarli bolgeler filtreden gegirilmekte ve indirgenmis, basitlestirilmis bir

sekilde karsimiza getirilmektedir.

Stacks programi binlerce SNP molekiiler isaretleyicisini, popiilasyonlarin ya da
melezlemelerin genetik analizi i¢in kullanilabilir forma getirmektedir. “Maximum
likelihood” istatistik modelini kullanan program, Illumina cihazlarinda birka¢ giin
icerisinde {iretilebilen yaklasik 100 GB biiyiikliiglindeki datalar1 otomatiklestirilmis bir

sistemle analiz etmeye olanak saglamaktadir.

Stacks bilgisayar yazilimi kullanilarak, SNP molekiiler igaretleyicileri tespit edilmistir.
Stacks analizinde kullanilacak verinin fastq formatina doniistiiriillmesi ve temizlenmesi,

process_radtags.pl araci kullanilarak gergeklestirilir. process radtags.pl ile dizileme
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sirasinda belirlenmis olan barkodlara gore diziler gruplandirilir. Diziler, her birey igin

ayr1 dosyalar igerisinde barkodlara verilen isimlere gore olusturulur. Komut girildikten

sonra haritalama islemi otomatik olarak ilerler. Ilerleyis Sekil 2.1°de gdsterilmistir.
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E SACCAAACGTTTG
et ACCAAACGTTTG
Stack 1 Stack 2 Stack 3 Stack X 5GACCAAACGTTTG
GACCAAACGTTTG
AC»AAA”GI‘TTG
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Sekil 2.1. Stacks analiz programinin basamaklari

(A) ustacks programui ile her bir bireyden gelen kisa okumali kiimeleri tam eslesmis
halde diziler, ayirir ve bigimlendirir. (B) Her bir kiimedeki dizileri ayirarak k-mer haline
doniistiiriir ve olusan K-mer’leri bir sozliige yiikler. Potansiyel eslesecek kiimeleri
sOzliikten sorgulayarak, niikleotidler arasindaki mesafe ile bagli olan bir grafik ile
sunulabilir bir liste olusturur. (C) Eslesen kiimelerden varsayilan lokuslar olusturur. (D)
SNP olabilecegi varsayimiyla, her bir lokustaki her bir niikleotid kontrol edilir. (E) SNP
ve haplotip datalar, bir konsensus dizi (benzer ya da ayni haldeki diziler) icerisinden
kaydedilir. (F) cstacks ¢aprazlamadaki biitiin potansiyel lokuslari bir set haline getirmek
amaciyla, caprazlanan ebeyevnlerin datalarini bir katalog haline doniistiiriir. (G) sstacks

popiilasyondaki her bir birey icerisinde hangi lokus / haplotip kombinasyonlarinin
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oldugunu belirlemek amaciyla, her bir melezi ebeveynlerin olusturdugu katalogla
karsilastirir. Eslesmeleri kaydeder (Catchen ve ark. 2011).

Markorler, markers.pl araci ile belirlenir. index_radtags.pl araci ile veritabani
indekslenir. Popiilasyondaki genotipler, dizileme islemi bittikten sonra genotypes.pl
arac1 kullanilarak belirlenir ve Joinmap 4.0 gibi programlarda kullanilabilir dosyalara

dontstiiriliir.

Stacks bilgisayar yazilimi kullanilarak yapilan calismalardan Pan ve ark. (2015),
Conifers tiirlerinden elde edilen 99 bireyden 14 751 SNP tespit etmiglerdir. You ve ark.
(2013) Epinephelus coioides tiiriinden elde edilen 142 yavrudan 18 256 SNP tespit
etmislerdir. Degner (2014), Quercus garryana tiriinden elde dilen 92 yavrudan
20 751 SNP tespit etmistir. Wang ve ark. (2016) “Crassostrea gigas x Crassostrea
angulata” melezlenmesiyle elde edilen 106 melezden 65 031 RAD loci olusturmus 40
445 SNP tespit etmislerdir.

2.3. Genetik Baglant1 Haritas1 Olusturma Calismalari

Bircok bilim adami elde edilen datalar1 yorumlama ve anlamlandirma ¢abasina,
Mendel’in calismalart sonucunda girismistir. Mendel, yaptigi calismalarda baglanti
olasiligin1 belirleyememistir. Genetik baglanti konusunun kesfedilmesi, Thomas Hunt
Morgan tarafindan Columbia Universitesi’nde “fly room” adi verilen laboratuvarda,
Drasophila melanogaster modeli {izerinde yapilan c¢alismalar sonucunda
gerceklesmistir. Gliniimiizde bir¢ok canlinin genetik baglanti haritasi olusturulmustur ve

bu yondeki ¢alismalar devam etmektedir (Lobo ve Shaw 2008).

Genetik haritalama, genlerin ve markorlerin kromozomlar {izerinde bulundugu yerlerin
birbirlerine olan uzakliklarmn tespit edilmesidir (Ozsensoy ve Kurar 2013). Mayoz
boliinme sirasinda, aynt kromozom fizerinde ve fiziksel olarak birbirine yakin olan
genler, kutuplara birlikte giderler. Ayn1 kromozom {iizerinde bulunan bu genlere “ bagl
gen (linked gen)”; bu genlerin olusturmus oldugu gruba “baglanti grubu (linkage
grup)”, bu olaya da “baglant1 (linkage)” denilmektedir (Erensaym 2000, Ozsensoy ve

Kurar 2013). Krossing-over olayindan yararlanarak, bagli genlerin dizilisi ve
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aralarindaki ~ uzakliklarin  bulunmasi  sonucu  genetik  baglantt  haritalar

olusturulmaktadir.

Kromozomlar arasinda bir krossing-over olay1 gergeklesmis ise ebeveyne benzeyen ve
benzemeyen yeni gametler olusacaktir. Olusan yeni gametlerden ebeveyne benzeyenlere
“parental”, ebeveyne benzemeyenlere “rekombinant” ve bu olaya “rekombinasyon”
denilmektedir. Rekombinant bireylerin ilgili jenerasyonda olusan toplam birey sayisina
oran1 krossing-over oranini (Rekombinasyon frekansi, RF) vermektedir ve ‘0’ ile
tanimlanmaktadir (Sturtevant 1913, Ozsensoy ve Kurar 2013). Rekombinasyon
frekansinin % 0-50 arasinda olmasi iki genin ayni kromozom iizerinde oldugunu ifade
etmektedir (Sturtevant 1913, Beckmann 1994, Griffiths ve ark. 2005). Krossing-over
sonucu iki gen arasinda bulunan mesafe harita birimi, Thomas Hunt Morgan’a ithafen, 1
centimorgan (1 ¢cM) olarak ifade edilmistir (Fiziksel olarak 1 ¢cM yaklasik 1 milyon baz
ciftine esittir) (Kappes 1999, Liu 1998, Ozsensoy ve Kurar 2013).

Bitkilerde baglanti haritasi olusturmak i¢in uygulanan GBS prosediirii su sekildedir:
1. Haritalama popiilasyonunun olusturulmasi,
2. NGS platformu kullanilarak yiiksek ¢oziiniirliikte dizileme yapilmasi,
3. SNP’lerin belirlenmesi ve genotiplenmesi,
4. Genetik baglant1 haritasinin yapilmasi islem basamaklarindan olusmaktadir

(Deschamps ve ark. 2012).

Bir veya daha fazla 6zellik bakimindan birbirinden genetik olarak farkl: iki ebeveynin
secilmesiyle haritalama popiilasyonlari igin ilk adim atilmis olur. Kendine tozlanabilen
tiirlerde popiilasyonlar yiiksek oranda homozigot olan ebeveynlerden elde edilmektedir.
Yabanci tozlanan tiirlerde ise kendileme depresyonundan dolayr homozigot hatlar
olusturma ve ebeveynler arasi melezleme yapmak ¢ok zordur (Yildiz 2009). Ayrica,
genetik olarak birbirine yakin ebeveynlerin melezlemede kullanilmasi, daha diisiik
rekombinasyon oraniyla ve dolayisiyla ¢oziiniirliigli daha diisik harita ile

sonuglanmaktadir (Tadmor ve ark. 1987).

Haritalama i¢in F2, RIL (rekombinant saf hatlar), BC (geriye melezleme), DH
(dihaploid hatlar) ve NIL (yakin izogenik hatlar) popiilasyonlar: kullaniimaktadir. Kisa

stirede olusturulduklart i¢in haritalama programlarinda ¢ogunlukla, F2 ve BC

21



popiilasyonlar: kullanilmaktadir. Bununla birlikte bu popiilasyonlar yiiksek oranda
heterezigot olduklar: igin degiskendirler ve tohumla ¢ogaltilamazlar. RIL, NIL ve DH
popiilasyonlarinin olusturulmas: ¢ok uzun zaman almakla birlikte bu popiilasyonlar
homozigotturlar; gercek 1slah hatlaridir ve herhangi bir genetik degisim olmaksizin
kolaylikla ¢ogaltilabilmektedirler. Yapilan bir¢ok genetik haritalama ¢alismalarinda F2,
BC, RIL ve DH popiilasyonlarindaki birey sayisi 50 ile 1000 arasinda degismektedir
(Paterson 1996, He ve ark. 2001, Semagn ve ark. 2006a).

Her bir haritalama popiilasyonunun avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Baglant: gruplar
i¢in uygun popiilasyonlarin se¢imi, imkan, zaman ve kullanilacak molekiiler markorlara
gore degismektedir. Kodominant markor kullanmak, F2 popiilasyonundan maksimum
genetik bilgi elde etmek i¢in daha avantajli olmaktadir. RIL, NIL ve DH
popiilasyonlarinda tiim lokuslar homozigot oldugu i¢in dominant markorlar kodominant
markorlar  kadar etkili  kullanilmaktadir. Homozigot orani yiiksek olan BC
popiilasyonlarinda da dominant markorlar siklikla kullanilabilmektedir. Genetik
haritalama i¢in popiilasyon olusturulduktan sonra kullanilacak molekiiler markor teknigi
veya teknikleri secilmektedir. Birgok farkli bitki tiirinde RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphims), SSR (Simple Sequence Repeats), EST (Expressed Sequence
Tags), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphisms), ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat), DArT (Diversity Arrays Technology) ve SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) molekiiller markér teknikleri  kullanilarak  harita

olusturulmustur (Semagn ve ark. 2006b).

Bitki genetik yapisinin gelistirilmesini hedefleyen molekiiler 1slah c¢alismalar1 i¢in
genetik haritalar ¢ok 6nemli araglardir. Ciinkii genetik haritalar QTL’lerin saptanmasi,
haritaya dayali klonlama ve gen lokolizasyonlarinin belirlenmesinde gereklidirler.
Genetik haritalarin olusturulmasinda bir ara¢ olan markorlerden SNP’lerin ise daha
yiiksek ¢Oziliniirliikte harita elde edilmesinde oOnceki markor sistemlerine gore

tistlinliikleri vardir (Kumar ve ark. 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu arastirma 2015-2018 yillarinda Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimiine ait Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuvarlarinda
yiiriitiilmiistir. GBS analizi icin Wisconsin Universitesi Biyoteknoloji Boliimii
Laboratuvarlarindan hizmet alimmigtir. Genotipleme i¢in GBS (Genotyping By

Sequencing) analizi kullanilmistir.

3.1. Materyal

Bitki materyali olarak bir F2 havug popiilasyonu kullanilmistir. Oncelikle iki havug
1islah hattinin melezlenmesiyle F1 bitkiler elde edilmistir. Daha sonra fertil gigeklere
sahip bir F1 bitkisi kendilenerek F2 olan ve ¢igek yapilar1 yoniinden agilim gosteren

918-122 genetik haritalama popiilasyonu olusturulmustur.
3.1.1. 918-122 popiilasyonunun yapisi

Melezleme, erkek kisir olan 1slah hattinin ¢igeklerinin {izerine fertil olan hattin ¢igek
tozlarmin getirilip izole edilmesi ile yapilmistir. 2 havug 1slah hattinin melezi sonucu
olusan bir F1 bitkisinin kendilenmesiyle 117 adet F2 bitkisi olusturulmustur. Toplamda
94 adet F2 bitkisinden DNA izolasyonu i¢in yaprak 6rnegi alinmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Yaprak orneklerinin alinmasi

918-122 genetik haritalama popiilasyonuna ait 94 adet F2 bitkisinden, DNA izolasyonu
yapmak iizere yaprak ornekleri alinmistir. Yaprak ornekleri, sabahin erken saatlerinde
toplanmustir. Yaprak ornekleri toplanirken en geng yapraklar tercih edilmistir. Yapraklar
alindiktan sonra laboratuvara ulastirilincaya kadar buz iizerinde saklanmis ve
laboratuvara ulastirilan 6rnekler liyofilizatorde kurutulmustur. Liyofilizatorde kurutma
islemi 3 giin siirmiistlir. Kurutulan yaprak érnekleri DNA izolasyonu i¢in kullanilincaya

kadar plastik torbalar igerisinde -80°C’da saklanmustir.
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3.2.2. DNA orneklerinin elde edilmesi

DNA orneklerinin ¢ikarilmasi i¢in Genoks bitki DNA ekstraksiyon kiti kullanilmistir.

1.

10.

11.

Liyofilizatorde kurutulup -80°C’ye kaldirilan Ornekler oda sicakligina
getirildikten sonra 25 mg tartilip RNaz ve DNaz’dan ari steril mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir.

Yaprak orneklerinin parcalanmasi amaciyla santrifiij tiiplerine 2 adet 6 mm
capinda ve 5 adet 3 mm ¢apindaki cam boncuklar konularak 6giitiicti yardimiyla
ornekler ogutiilmiistiir.

Genoks Kiti igerisindeki PCL soliisyonundan 200 pL ve Rnase A’dan 3 pL her
ormege tek tek eklenmis ve homojen goriiniime ulasincaya kadar
vortekslenmistir.

Tiip icerisindeki 6rnekler 20 dk boyunca sicakligi 65°C olan su banyosunda
bekletilmistir. Bekleme siiresi boyunca tlipler 3-5 kez ters diiz edilerek
karistirilmastir.

Sicak su banyosundan alinan tiiplerin her birine 25 pLL PP soliisyonu eklenmistir.
Tiipler 2-3 saniye kadar dik bir sekilde vortekslendikten sonra buz iizerinde 15
dakika inkiibe edilmistir.

2 ml mikrosantrifiij tiipii i¢cerisinde konumlanmis Genoks spin column iizerine
300 uL PB buffer eklenmistir.

Tiipler 5 dakika 8 000 g’de santrifiij edilmis, 6rneklerin {izerinde olusan sulu iist
faz, igerisinde PB buffer olan spin column tiiplere dikkatlice aktarilmis ve
pellete zarar vermeden pipetlenerek karistirma saglanmistir.

Spin column tiipler 3 dakika boyunca bekletilmistir.

Spin column tiipler +4°C’ta 8 000 g’de 2 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Column tiiplerin altindaki sivi kisim dokiildiikten sonra, column tiipler tekrar 2
ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilmistir.

Tiiplere 500 uL. Wash soliisyon eklendikten sonra 8 000 g’de 2 dakika boyunca
santrifiij yapilmistir. Column tiiplerin altindaki sivi kisim dokiildiikten sonra,
column tiipler tekrar 2 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilmistir.

10. adim bir kez daha tekrar edilmistir.

24



12. Spin column tiipler 8 000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmis ve spin
column, siv1 iist faza temas ettirilmeden 1.5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilmastir.

13. Spin column tiipler, yikama soliisyonu sonucunda olusan etanoliin ugmasi i¢in 3
dakika boyunca bekletilmistir.

14. Tiiplerin iizerine 50 pL Elution Buffer eklenmis, 3 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir.

15. Tiipler, 50°C’a ayarlanmuis 1sitict blokta 3 dakika boyunca bekletilmistir.

16. 2 dk 8 000 g’de santrifiij edildikten sonra spin column tiiplerden ayrilmis, DNA

igeren tiipler -80°C’de saklanmustir.
3.2.3. GBS yontemi ile niikleotid dizilerinin belirlenmesi

Iki havug 1slah hattinin melezi olan bir F1 bitkisinin kendilemesinden elde edilen 94
adet F2 havug bitkisine ait DNA ApeKI enzimi ile kesilmistir. DNA’nin kesim yerine
uygun [llumina DNA dizi primer bolgelerini igeren adaptorler, ApeKI enzimi ile kesilen
DNA parcalarina eklenmis ve her bir DNA 6rnegi i¢in adaptdrlere barkod niikleotid
dizisi, bitkilere ait DNA dizilerini birbirinden ayirmak ic¢in eklenmistir. Adaptor eklenen
DNA pargalar1 PCR’la ¢ogaltildiktan sonra tim DNA Ornekleri bir araya getirilerek 1
adet DNA 6rnegi havuzu olusturulmustur. Bu havuzda yer alan DNA parcalari, adaptor
dizilerinde yer alan primerler ve Illumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA) DNA

dizileme platformu kullanilarak, DNA par¢alarinin niikleotid dizileri belirlenmistir.
3.2.4. SNP molekiiler isaretleyicilerinin belirlenmesi

Stacks programi kullanilarak, 94 genotipe ait DNA dizisi analiz edilmistir. SNP
molekiiler isaretleyicileri, Stacks bilgisayar yazilimi kullanilarak tespit edilmistir.
Stacks analiz programinda, kullanilacak verinin fastq formatina doniistlirilmesi ve
temizlenmesi process_radtags.pl aract kullanilarak gerceklestirilmistir.
process_radtags.pl tek parca GBS datasindaki her bir ham dataya ayr1 ayri
uygulanmistir. Dizileme sirasinda belirlenmis olan barkodlara goére dizilerin
gruplandirilmasi process_radtags.pl ile yapilmistir. Diziler, her birey i¢in ayr1 dosyalar
icerisinde barkodlara verilen isimlere goére olusturulmustur. Stacks yazilimmnin

asamalarinda ustacks programi ile her bir bireyden gelen kisa okumali haldeki kiimeleri
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tam eslesmis halde dizilenmis, ayrilmis ve bigimlendirilmistir. Her bir kiimedeki diziler
ayrilmis ve k-mer haline doniistiiriilmiistiir. Olusan k-mer’ler bir referansa yiiklenmistir.
Potansiyel eslesecek kiimeler referanstan sorgulanarak niikleotidler arasindaki mesafe
ile bagli olan ve bir grafik ile sunulabilen bir liste olusturulmustur. Eslesen kiimelerden
varsayilan lokuslar olusturulmustur. SNP olabilecegi varsayimiyla, her bir lokustaki her
bir niikleotid kontrol edilmistir. SNP ve haplotip datalar, bir konsensus dizi (benzer ya
da ayn1 haldeki diziler) icerisinden kaydedilmistir. cstacks araci1 F2 popiilasyonundaki
biitiin potansiyel lokuslar1 bir set haline getirmek amaciyla F2 bitkilerinin verilerini bir
katalog haline doniistiirmiistiir. sstacks araci popiilasyondaki her bir birey igerisinde
hangi lokus/haplotip kombinasyonlarinin oldugunu belirlemek amaciyla her bir F2
bitkisini katalogla karsilastirmistir. SNP molekiiler isaretleyicileri markers.pl araci ile
belirlenmis ve index_radtags.pl araci ile veritabani indekslenmistir. genotypes.pl ile F2
popiilasyonundaki genotipler tespit edilmis ve JoinMap 4.0 (Van Ooijen ve Voorrips

2001) analiz programinda kullanilmak tizere .loc dosyas1 olarak kaydedilmistir.

3.2.5. Genetik baglanti1 haritasinin olusturulmasi

Genetik Baglanti1 Haritasi, elde edilen genotip verilerinin JoinMap 4.0 (Van Ooijen ve
Voorrips 2001) analiz programina aktarilmasiyla olusturulmustur. F2 popiilasyonundaki
SNP molekiiler isaretleyicileri kullanilarak, genetik baglanti haritas1 olusturulmustur.

Haritanin olusturulmasinda Kosambi Haritalama Fonksiyonu kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Genotyping by Sequencing yontemiyle Illumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA)
cihazinda tretilen F2 popiilasyonuna ait tiim bitkilerde minimum DNA pargasi sayisi
155 531 236 olarak belirlenmistir. Bu DNA pargalarinin Stacks programinda
temizlenmesi sonucunda SNP tespiti yapilmigtir. Her bir SNP molekiiler
isaretleyicisinde en fazla 2 allel olacak sekilde ve data tlizerindeki verilerde en fazla %10
hata/okunmama orani olacak sekilde analiz gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda 3 801

SNP molekiiler isaretleyicisi belirlenmistir.

Joinmap 4.0 programinda F2 popiilasyonunun Baglanti Gruplar1 (LG), en diisiik LOD
7.0 degeri kullanilarak olusturulmustur. Olusturulan Baglanti Gruplari’na (LG) ait
veriler Cizelge 4.1°de detayli olarak verilmigtir. 13 adet Baglanti Grubu (LG)
olusturulmus, sayilar1 54 ve 215 arasinda degisen ve toplam 1 464 adet SNP molekiiler
isaretleyicisi harita iizerine yerlestirilmistir. Baglanti gruplarinin toplam uzunlugu 793,4
cM olarak belirlenmigtir. Bir baglanti grubu iizerindeki SNP molekiiler
isaretleyicilerinin arasindaki en uzun mesafeler ve ortalama mesafeler belirlenmistir.
Haritanin biitiinii ele alindiginda molekiiler isaretleyiciler arast maksimum mesafe 9,5
cM, her bir molekiiler isaretleyici arasindaki ortalama mesafe 0,54 cM olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Havug bitkisinin Baglanti Gruplar1 (LG) iizerindeki SNP molekiiler
isaretleyicileri

Haritalanan Molekiiler

Baglanti fsaretleyici Sayisi LG ] Maksimum  Ortalama
Gruplart SNP Uzunlugu Mesafe Mesafe
(LG) (cM) (cM) (cM)
LG1 168 96,6 54 0,57
LG2 215 25,8 2,1 0,12
LG3 135 92,1 9,5 0,68
LG4 169 102,1 4,9 0,60
LG5 104 112,6 8,6 1,08
LG6 144 44,4 0,9 0,30
LG7 104 71,9 7,8 0,69
LG8 59 75,1 5,0 1,27
LG9 106 44,3 2,0 0,41
LG10 84 43,0 34 0,51
LG11 66 18,8 1,2 0,28
LG12 56 37,3 2,2 0,66
LG13 54 29,4 8,5 0,54
Toplam 1464 793,4 - 0,54
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1[1] 1[2] 18] 1[4] 1[5] 1[6]

0.0 ——}— S_05_3189359 — — — = —
361 S.05.8632147 45, 11 —S 05 11899920
18.9 ——1— S_05_4909093 45,9 —tt— S_05_12167150
28.1 ——1— S_05_7293941
10,5 ——— S_05_3815406 1l 465 ——— S_05_12166860
197 ———S_05_ 4923116 286 S-05.7353613 46.7 ——— S_05_12652460
38.1 ——— S_05_10995315 47.0 —f1— S_05_12167003
20.6 ——T— S_05_4883679 47.6 ——1— S_05_12652434
B S T 390 S_05_10963388
—_— = [~ S_05_7447170 R e s S
211 S_05_5123509  30.0 _05_ 182—1— 5. 05_13148690
124 5054452617 39.5—{—— S_05_11183137
21.9—|——S_05_4779906 308 || S-05.7933809 49491 {5 05 11023531 487 [ 50513108305
40.1 ——— S_05_11329348
40.6 ~—}— S_05_11324270 49.5 ——1— S_05_14366408
317 ———S_05_8089674 405 || 5 05 11331403
40.9— [ S_05_673868
142 — 1 S_05_4756756 R I 50.2 ——— S_05_14349827
5.4 ——— S_05_3174410 23.4———S_05 5138730 324 ———sS_ 05 7866320 413 S$_05_11247907
416———S_05_11038593  50.6 ——— S_05_14486147
42.0 ~—}— S_05_11297016 50.9 ——1— S_05_14349821
331 ———S_059920578 451 ——1— s 05 11076674
245 ———s_05_4750820 423 [~ S_05_11331411
: - 42.7~]_}— S_05_10995240
240 S 05 8448981 42.8— [ S_05_11245009
J O - 4307 S_05_11331462 521 ———S_05_18469434
162 S_05_4823402 303——— 505388650
43.6 ——1— S_05_11602487
R e - 52.7 —f— S_05_18225452
348 5057726544 52.9 ——— S_05_18527336
35.1 ——1— S_05_8549592 441 ——1— S_05_11773571
44.4——— S_05_11808694
+— S_05_18457384
17.7 — ] 8054842348 44.8—}—— s_05_12013867 | S_05_20485567
1[7] 11[8] 1[9] 1[10] 1[11]
S_05_25338785
S_05_25272303
S_05_26530414
_ S_05_25270940 - - -
S_05_26316089
S_05_28912697 723 S_05_33486463
S_05_28428647 725 S_05 34483597 815 S_05_38250079
S_05_28405708
- s_05_29081961 729 S_05_32324657
S_05_28219886
55.4 S_05_20079529 S_05_31256418 733 S_05_32046813
o 735 S_05_33131155
S_05_31216128 T S oraaz00100
S_05_31092137 737 05 82.8 S_05_36945721
S_05_31190562
S_05_31215936 S_05_28219944
S_05_28948822
56.6 S_05_21566278 S_05_28325860 S_05_31129164 92.6 $_05_40279150
S_05_31068499 74.9 S_05_33755761
571 S_05_21619270 50528961587 75.2 S_05_34528890
57.4 S_05_21741674 S_05_29855155
o S_05_28738685 S_05_28539171
579 S_05_20319825 50531116871
- 05 S_05_29773465 S_05_29294928
S_05_29294977 S_05_28740089 85.1 S_05_36375185
S_05_30940306 S_05_28948840
S 08 a1190808 - 765 S_05_33074677
S_05_31190573 S_05_28572026
S_05_28520416 S_05_30044478
S_05_31188711
59.4 S_05_25466354 \4s_05_ 29679115 S_05_29553131
S_05_31092198 777 S_05_36146335
59.9 S_05_26558544 S_05_31092678 86.9 S_05_38945909
S_05_28958767 S_05_28358163
co4 S-05_25304243 3782%853135 S_05_29528137
05 05 96.6 S_05_40314303
607 S$_05_26600743 S_05_28755885 S_05_28358304 =
61.1~_| -~ S_05_25304219 S_05_29528083 700 S_05_38201841
61.3~]__l— S_05_25254703 S_05_29924569 88.2 S_05_39687945
61.5~J_|— S_05_25750088 S_05_29697899 S_05_28688428
61.9 S_05_26255941 | s_05_28570146 797 S_05_37525004
62.2\N—}// S_05_25254733 S_05_30980625
62.3 \_ % S_05_26173798 S_05_28522910 801 S_05_37063173
625~\Y S 05 25254772 Il s_05_29306862
62.6 ~\—{/~ S_05_26588551 S_05_29078584
62.7 S_05_26588502 S_05_34489645 80.6 5_05_36494732
62.9 S_05_26342903 S_05_28262210 L L
63.0 - 5_05_25338784 S_05_29306749
S_05_31256474
S_05_32130221
S_05_32187140

Sekil 4.1. Havug¢ bitkisinde SNP molekiiler isaretleyicilerine dayali 793,4 cM
uzunlugundaki 13 Baglanti Grubu (LG)
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2[1] 2[2] 2[3]

5.11 r S_07_31888332
5.2 k' S_07_31930147 S_07_31311127 S_07_31517290
5.3 - S_07_31531945 S_07_31119402 S_07_31542163
5.4 L S_07_31531909 S_07_29560275 S_07_30345863 S_07_29606997
5.5 - S_07_31395296 S_07_29647742 S_07_29821606
5.7 HS_07 31888115 S_07_33137673 S_07_31402859 S_07_31456036 S_07_31366368
5.8 | 5 0732214059 S_07_31112577 S_07_31517485
6.0 | 5_07_30356563 S_07_29820855
6.1 HS_07 30156271 S_07_30699813 S_07_32741151 S_07_29811799
6.2 - S_07_30192093 S_07_30155925 S_07_31517371
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I oo7 31016066 72 S_07_31466486 /1 s_07 31550284 S_07_31751199
o7 33873009 737 S_07_31630788 S_07_30968194 S_07_31155263 S_07_31531294
I 0731370613 74 S_07_31550808 S_07_31762453
o 07 3103005 75 S_07_29853952 S_07_31536740
/] o7 31283155 76 S_07_30494962 S_07_30193775 S_07_33129113
S07 30380463 77 S_07_31595602 S_07_31856958 S_07_32690968 S_07_31251877 S_07_31598221
S 07 32222679 : S_07_30699814 S_07_31548418 S_07_31598152
07 ariarasr 18 S_07_30149881 S_07_32544717 S_07_31628170
N\ S 07 31400850 79 S_07_31789864 S_07_32525691 S_07_31322855
N\ 20732741418 80 S_07_31970550 S_07_31880406 S_07_31251926
N\ =07 31652934 81 S_07_31958653 S_07_32789549 \ 5 0729473399
0\ o 07 31000921 82 I\ s_07_32082731 - s_07 31636480
N\ 07 32741076 83 . s_07 29647770 S_07_31636412
\ S0 31730560 847 S_07_30880856 4 s_07 31732332 5_07_31038981
| 207 3040500 85 S_07_30389739 S_07_30356623 S_07_26404864 S_07_26512593
| o 07 31311652 86 S_07_31456075 S_07_31555865 L s 07 26110466
| S 07 30560403 87 S_07_31531264 S_07_24608874
Sio7 33025000 8:8 S_07_31531265 S_07_24455197
= 8.9 S_07_29849302 S_07_24602088 S_07_24712705
9.0 S_07_31630683 S_07_31466278 S_07_24579777
9.1 S_07_29606947 S_07_29650032 S_07_26424297 S_07_25230498
9.2 S_07_30495764 S_07_30495775 S_07_25308840
9.3 S_07_30571459 S_07_30414259 S_07_26372992 S_07_26532099 S_07_26501837
9.4 S_07_30474623 S_07_31541100 S_07_29824622 S_07_26501855 S_07_25198520
95 S_07_29929811 S_07_24799126
9.6 S_07_30414082 S_07_24712687
9.7 S_07_29752176 S_07_29420089 S_07_23992597 S_07_24579732
9.8 S_07_29594889 S_07_29650020 S_07_31628064 S_07_23995882 S_07_24167730 S_07_24151324
9.9 S_07_31167018 S_07_29536537 S_07_23999380
10.0 S_07_29551695 S_07_30191945 S_07_29551600

2[4 2[9] 21[6]

_07_24279669
07 26397931 S_07_25394567
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724450979 S_07_23995951
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7 25025565 243 S_07_25023823
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724297703

725348484

725006601

724324848

724091493

726501760

724666898

07 24116257

0726463904

222 S_07_33963937

NOOOOOOOOONODONONONONONnNnnnnnnononononn
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Sekil 4.1. Havug bitkisinde SNP molekiiler isaretleyicilerine dayali 793,4 cM
uzunlugundaki 13 Baglanti Grubu (LG) (devam)
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4[1] 412] 4[3] 414 41[5]

0.0 —{—}— S_01_448426 - - - -
0.7——— s_01_308920 244~ S.01.5233623 48.5 ——1— S_01_17446968
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5. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiize kadarki siirecte bitki 1slahgilar1 rekombinant bireyleri segmek ve istenilen
karakterlere sahip ¢esitleri gelistirebilmek igin klasik bitki 1slahi tekniklerini
kullanmislardir. Bu teknikler tek gen ile kontrol edilen karakterlerin se¢iminde avantaj
saglarken, ¢oklu gen bolgeleri tarafindan kontrol edilen karakterlerin se¢iminde ise
dezavantaj saglamaktadir. Ekonomik 6nemi olan karakterlerin biiyiik bir kismi ¢oklu
gen bolgeleri (QTL) tarafindan kontrol edilmekte ve ayn1 zamanda ¢evresel faktorlerden
de etkilenmektedir. Dolayisiyla bu karakterlerin se¢iminde klasik bitki 1slah1 teknikleri
eksik kalmakta ve markor’e dayali seleksiyon (MAS) tekniklerine ihtiyag her gecen giin
artmaktadir.

SNP kesfi ve kesfedilen bu SNP’lerin valide edilmesi ayrica valide edilen bu SNP’lerin
genotiplerde tekrar amplifikasyon ile taranmasi, fazla is giicii isteyen ve zaman alic1 bir
metoddur. Ancak NGS ile birlikte bu ¢alismalarin maliyetleri diisiiriilmiis ve ¢ok kisa
bir siirede tiim genomun analizi hizli bir sekilde gerceklestirilebilmektedir. Yeni nesil
dizileme teknikleri (NGS) sayesinde Genotyping by Sequencing (GBS) yoOntemi,
yiiksek yogunluklu markoérler elde edebilen, hizli sonug alabilen ve diisiik maliyetli bir
sistem olmustur. GBS yonteminde, genom Oncelikle restriksiyon enzimleri ile
kesilmekte ve ardindan barkod adaptorlerle ligasyon yapilarak kesim bolgelerinden
dizileme yapilmaktadir. GBS ile genotiplendirilmis popiilasyonlardan elde edilen veriler

higbir islem yapilmadan analizlerde kullanilabilmektedir.

Dizilemeye dayali genotipleme teknikleri (GBS, RAD ve RRL), bitki 1slah1 ve genetigi
caligmalarinda son yillarda artarak kullanilmaktadir (Poland ve Rife 2012, Sonah ve ark.
2013). GBS, her bireyden es zamanli olarak milyonlarca kisa okumalar1 toplayan ve
genom kompleksligini restriksiyon enzimleri ile azaltarak her bir lokusta dizi (sekans)
kapsamini gelistiren NGS tabanli bir platformdur (Chen ve ark. 2013). GBS, yiiksek
yogunluklu SNP kesfi ile SNP analizlerinin etkinligini arttirmistir (Sonah ve ark. 2013).
GBS ile genetik analiz ve genotipleme calismalar1 i¢cin olduk¢a cok sayida SNP
gelistirilebilmektedir. Ayn1 zamanda daha az PCR ve piirifikasyon basamaklarina sahip,

referans genoma ihtiya¢c duymayan ve etkin barkodlama yapilabilen bir yontemdir. Bu
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yiizden bitki 1slah1 ve genetigi calismalarinda giderek 6nem kazanmaktadir (He ve ark.
2014).

Havug¢ genomunda GBS yontemi ile SNP kesfi a¢isindan diinyada yapilan ikinci
arastirma bu tez ¢alismasi olmustur. Toplamda 1 464 adet SNP markorii kesfedilmistir.
Havug bitkisinde gilinlimiize kadar yapilmis SNP c¢alismalarinda siirli sayida markdér
tespit edilmistir. Yildiz (2009) yapmis oldugu c¢alismada 8 adet SNP saptamistir.
Cavagnaro ve ark. (2014) yapmis olduklar1 calismada 300°den fazla SNP tespit
etmiglerdir. Grzebelus ve ark. (2014) ise yaptiklar1 ¢aligmada 431 adet SNP tespit
etmigtir. SNP’ler siklikla genomda goriildiikleri i¢in 1/1000 baz — 1/100-300 baz nokta
mutasyonundan ayrilir ve buna bagli olarak genotipler arasinda polimorfizmi ortaya
cikarir. Bu nedenle SNP’lerin molekiiler markoér olarak kullanilmalart avantajlidir
(Oraguzie ve ark. 2007). SNP markdrleri genom tlizerinde goreceli olarak esit dagilim
gosterirken ayn1 zamanda genotipe 6zgii DNA bantlar1 saglar (Chagne ve ark. 2007). Bu
nedenlerden dolay1 genetik ¢esitlilik caligmalarinda SNP markorleri biiylik 6nem arz

eder.

Ellison ve ark. (2017) havug bitkisine ait GBS temelli ilk genetik haritayr yapmislardir.
Bu harita ve bizim yaptigimiz ¢alismaya ait molekiiler markor sayilart ve veriler Cizelge

5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Havu¢ genomumda yapilmis GBS temelli genetik baglanti haritasi
calismalari

Molekiiler Ort.

Harita Molekiler Isrt. Aras1  Baglanti
- Isrt. Arasi
Caprazlamalar Pop. Sayist  Uzunlg. Maks. Grubu
Ort. Uzaklik
(cM) (cM) Uzaklik Uzun.
(cM) (cM)
‘Queen Anne’s
Lace (QAL)’ x 213 761,9 1.3 15,9 84,6
‘B493’*
2 havug 1slah
hattrt* 94 793,4 0,54 9,5 61,0

* Ellison ve ark. (2017)
** Yaptigimiz ¢aligma (2018)
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Yaptigimiz c¢alismada 13 adet Baglanti Grubu (LG) olusturulmus, sayilar1 54 ve 215
arasinda degisen toplamda 1 464 adet SNP molekiiler isaretleyicisi harita iizerine
yerlestirilmistir. Baglant1 gruplarinin toplam uzunlugu 793,4 c¢cM olarak belirlenmistir.
Bir baglant1 grubu iizerindeki SNP molekiiler isaretleyicileri arasindaki maksimum ve
ortalama mesafeler belirlenmistir. Cok sayida rekombinasyon olayindan kaynaklanacak
hatalar olusmamasi1 adina, Ozellikler arasinda biiyiilk araliklar olmamasina 6zen

gosterilmistir.

Haritanin biitiinii ele alindiginda molekiiler isaretleyiciler arasi maksimum mesafe
9,5 ¢cM, her bir molekiiler isaretleyici arasindaki ortalama mesafe 0,54 cM olarak
belirlenmigtir. Ellison ve ark. (2017) tarafindan olusturulan havuca ait genetik baglanti
haritasiyla kiyaslandiginda molekiiler isaretleyici mesafeleri birbirlerine daha yakindir.

Ortalama baglant1 grubu uzunluguna bakildiginda ise daha kisa gruplar elde edilmistir
(Cizelge 5.1).

Yaptigimiz ¢alismada 94 adet F2 bitkisinden elde ettigimiz verilerle 1 464 adet SNP
molekiiler igaretleyicisi 13 Baglanti Grubu (LQG) iizerine yerlestirilmistir. Ellison ve ark.
(2017) tarafindan olusturulan haritada ise 213 adet F4 bitkisinden elde edilen verilerle
569 adet SNP molekiiler isaretleyicisi haritalanabilmistir (Cizelge 5.2). Ward ve ark.
(2013) tarafindan bildirildigi tizere SNP molekiiler isaretleyicileri, DNA {izerinde en
fazla bulunan mutasyonlar oldugundan, SNP tabanli baglanti haritalarinin daha

yogunluklu haritalar olduklar1 sdylenebilir.
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Cizelge 5.2. Havu¢ genomumda yapilmig GBS temelli genetik baglant1 haritasi
caligmalarinda molekiiler isaretleyicilerin harita iizerine yerlestirilme sayilari

Haritalanan Baslant:
Popiilasyon Molekiiler &
Caprazlamalar . .. Grubu Sayisi
Sayisi Isaretleyici (LG)
Sayist (SNP)
‘Queen Anne’s Lace (QAL)’ x
‘B493°* 213 569 9
2 havug 1slah hattr ** 94 1464 13

* Ellison ve ark. (2017)

** Yaptigimiz ¢alisma (2018)

Bu ¢alismada, havu¢ genomunda GBS ydntemi ile ¢ok sayida yiiksek yogunlukta SNP
molekiiler isaretleyicisi belirlenmistir. 94 adet F2 bitkisi ile havu¢ genetik haritasi
olusturulmustur. Calisma sonucunda tespit edilen SNP markorlerinden olusan genetik
harita, havug 1slahinda MAS ¢alismalarinda kullanilabilir niteliktedir. Ayrica elde edilen
haritanin yogunlugu arttik¢a Onemli ticari karakterlere ait markorleri tespit etmek

amactyla yapilacak QTL ¢alismalar1 kolaylasacaktir.
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