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P. atlantica, Anacardiaceae familyasi igerisindeki Pistacia cinsine ait, dioik ci¢ek yapisi
gosteren, endiistriyel ve tibbi kullaniminin yanisira antepfistigina anag olarak degerlendirilen 6nemli
bir tiirdiir. Bu ¢alismada, daha 6nce elde edilmis P. atlantica tiirtine ait 15 disi 15 erkek bireyde tiim
genom tekrar-sekanslama verileri kullanilarak cinsiyet spesifik bolgelerin belirlenmesi, cinsiyetle
iligkili bulunan bolgelerin anotasyonu ve cinsiyeti %100 ayirabilen 1slahta kullanilabilir molekiiler
markor tasarlanmasi amaglanmistir. Sekanslama sonucu elde edilen verilerin kalite kontrolleri ve
filtrelemesi yapildiktan sonra 25-30x yogunlugunda genom dizileri elde edilmis ve bu diziler referans
genoma (P. atlantica) hizalanmistir. Yapilan hizalama sonucunda okumalarin %98-%99’u genoma
haritalanmigtir. Haritalama sonucunda yapilan genom boyunca derinlik analizleri sonucunda cinsiyet
spesifik (disi bireylerde okuma derinliginin toplam okuma igerisinde %90’dan fazla olan) lokuslar
Python ve R programlama dilleri ile analiz edilmis ve gorsellestirilmistir. Cinsiyet spesifik bolgelerin
belirlenmesi amaciyla yapilan analizlerde disi spesifik 209 lokus belirlenmis fakat erkege 6zgii
lokuslar bulunamamuistir. Bu belirlenen bdlgelerin anotasyonlari incelendiginde, ¢icek gelisimi ile
ilgili yolaklardaki genler belirlenmistir. Bu lokuslarin validasyonu amaciyla disi spesifik lokuslardan
SCAR markaérler gelistirilmis ve bu markorler kullanilarak genetik kaynaktan alinan 100 disi ve 100
erkek bireyi %100 dogrulukla ayirmistir. Ayrica sadece disi spesifik bolgelerin varlig: ile P.
atlantica’ nin ZZ/ZW kromozom yapisina sahip oldugu ilk bu ¢alisma ile ortaya ¢ikartilmigtir. Bu
caligma ile P. atlantica tiirlinde yapilacak markor destekli seleksiyon galigmalarinda agaroz jelde
kolaylikla uygulanabilen ve genis 1slah programlarina uygun %100 dogrulukla ¢alisan molekiiler
markor elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: P. atlantica, Molekiiller Markér, Cinsiyet Spesifik Lokus, Cinsiyet
Mekanizmasi.
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ABSTRACT

P. atlantica belongs to the genus Pistacia in the Anacardiaceae family. It has a dioecious
flower structure, which means flowers bearing male and female organs are located on separate plants.
Besides, it is used as rootstock for pistachio and in industrial and medical fields. This study performed
whole-genome resequencing in 15 females and 15 males from the previously obtained P. atlantica
species. This study aims to determine sex-specific regions, annotation of sex-related regions, and
design a molecular marker that can be used in breeding to distinguish 100% of sex. Quality controls
and filtering of the data obtained from sequencing were performed. Coverage values in the 25-30x
range were obtained and aligned to the reference genome (P. atlantica). As a result of the alignment,
98% and 99% of the reads were mapped to the genome. As a result of the depth analysis throughout
the genome, the sex-specific loci (more than 90% of the reading depth in the total reading in females
or males) were analyzed and visualized with the Python and R programming languages. No male-
specific loci were found. When the annotations of these determined regions were examined, the genes
in the pathways related to flower development were found. For the validation of these loci, SCAR
markers were developed from female-specific loci and using these markers, 100 female and 100 male
individuals from the germplasm were distinguished with 100% accuracy. In addition, the presence
of only female-specific regions and the ZZ/ZW chromosome structure of P. atlantica was revealed
in this first study. This study obtained a molecular marker that can be easily applied on agarose gel
and works with 100% accuracy, suitable for wide breeding programs in marker-assisted selection
studies in P. atlantica species.

Keywords: P. atlantica, Molecular Marker, Sex Specific Loci, Sex-determination system.
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1. GIRIS

Anacardiaceae familyasi, yaklasik 83 cins ve 860 tiir igeren tropikal ve iliman kusak
bolgelerde genis yayilig gosteren ve ekonomik 6neme sahip Scnus ssp. (biber agaglari), Rhunus spp.
(sumak), Spondias dulcis Forst (altin elma), Anacardium occidentale L.(kaju), Mangifera indica
(mango), Pistacia gibi tiirler igeren 6nemli bir familyadir (Christenhusz ve Byng, 2016). Bu
familyada gen havuzu zengin, genis varyasyon farkliligina sahip ve daha 6nemlisi abiyotik (kuraklik,
yiiksek sicaklik gibi) kosullara adaptasyonu yiiksek olan olduk¢a 6nemli tiirler bulunur (Moyo ve
Staden, 2013).

Pistacia cinsinin tiirleri, kurak kosullara adaptasyon saglamis, 8—10 m boyunda biiyiiyen,
yaprak dokmeyen veya yaprak doken ve regine tasiyan ¢alilar ve agaglardir. Pistacia lentiscus L., P.
atlantica Desf, P. terebinthus L., P. vera L. ve P. khinjuk Stocks. Akdeniz havzasindan Orta Asya'ya
dagilmistir (Kole, 2011). iran'da dogal olarak yetisen P. vera, P. khinjuk ve P. atlantica olmak iizere
ti¢ Pistacia tiirii bulunur: Ayrica P. atlantica'min cabulica, kurdica ve mutica olarak tanimlanan {i¢
alt tiirii vardir (DerMarderosian ve Beutler, 2002). P. vera, cinsi ticari olarak yetistirilen tek tiiriidiir
ve tiiriin geri kalan1 ¢ogunlukla P. vera i¢in anag olarak kullanilir (Kafkas ve ark. 2006b; Kafkas ve
Perl-Treves, 2001). Bu nedenle ekonomik dneme sahiptir.

Bununla birlikte, Pistacia tirlerinin farkli organlarinin gesitli farmakolojik aktiviteleri
incelenmistir. Makalelerin ¢ogunda P. lentiscus'un sakiz olarak bilinen reginesi incelenmistir. Tedavi
edici etkilerine ek olarak, antepfistigi (P. vera) gida katki maddesi olarak tiiketilmesi, P. terebinthus
meyvesinin atistirmalik yiyecek olarak veya kahve benzeri igecek yapiminda kullanilmasi (Durmaz
ve Gokmen, 2011; Gogus ve ark., 2011) ve P. lentiscus meyvesinin antosiyanin bilesiminin gida
renklendiricisi olarak kullanilmaktadir (Longo ve Vasapollo, 2007). Pistacia tiirlerinde morfolojik
olarak ilk kapsamli ¢alisma Zohary (1952) tarafindan yapilmistir ve Pistacia tiirlerini 4 esas gruba
ayrmustir: (1) Lenticella Zoh.= P. mexicana, P. texana; (2) Eu-Lentiscus Zoh.= P. lentiscus, P.
weinmannifolia, P. saportae; (3) Butmela Zoh.= P. atlantica ve (4) Eu-Terebinthus Zoh.= P.
terebinthus, P. palaestina, P. khinjuk, P. vera. Tirkiye’de yapilan en kapsamli morfolojik ¢aligma
ise Yaltirik (1967) tarafindan yapilmis olup Pistacia tiirleri 6 sinifa ayrilmigtir. Bunlar ise P.
atlantica, P. lentiscus, P. khinjuk, P. eurycarpa Yalt., P. vera ve P. terebinthus tiirleridir. Pistacia
tiirleri i¢in iilkemiz zengin bir gen merkezi olmakla beraber, iilkemizde yaklasik 66 milyon yabani
fisttk agac1 bulunmaktadir (Kuru ve Ozsabuncuoglu, 1990).

Pistacia tiirlerinde molekiiler olarak ilk kapsamli ¢alisma, Parfitt ve Badenes (1997)
tarafindan Pistacia cinslerinin yaprak morfolojisi ve cografi dagilimina gore yapilmistir. RFLP
molekiiler teknigi ile 10 Pistacia tiirlerininin filogenetik iligkilerini incelemistir. Hem parsimoni
hem de kiime analizleri kullanilmustir. P. vera en eski Pistacia tiirii olarak belirlenmistir. Asya tiirii
olan P. weinmannifolia, yeni tiirleri olan P. texana ve P. mexicana ile en yakin akrabadir. Bu ii¢

tirtin ortak bir kokeni paylasmasi, P. texana ve P. mexicana'nin ortak bir atasinin Asya'da ortaya



ciktigini disiindiirmektedir. P. integerrima ve P. chinensis'in, tiir ¢iftlerinin P. vera: P. khinjuk ve P.
mexicana: P. texana olmak {izere iki ti¢linciil grubun her birinde monofiletik oldugu durumlarda
farkli oldugu gosterilmistir. Ayrica Pistacia cinsinin diisiik bir kloroplast DNA mutasyon oranina
sahip oldugu da belirlenmistir.

Kafkas ve Perl-treves (2001) tarafindan yapilan molekiiler ¢alismada, morfolojik veriler ve
RAPD analizi kullanilarak Tiirkiye'deki yabani Pistacia gen kaynaginin genetik varyasyonu ve
taksonomik iliskileri analiz edilmistir. P. atlantica, P. terebinthus ve P. eurycarpa'y: Tiirkiye'de
yaygin yabani tiirler olarak tanimlamig ve P. eurycarpa'nin P. vera'ya en yakin tiir oldugunu, onu P.
atlantica ve P. terebinthus'un izledigini ortaya koymuslardir.

Kafkas ve Perl-Treves (2002), RAPD markorii kullanarak dokuz Pistacia tiirtiniin
filogenetik analizi, aga¢ biiylikliigii ve biiylime aliskanligina dayali iki ana grup ortaya ¢ikarmustir.
P. vera, P. khinjuk, P. eurycarpa, P. atlantica ve P. integerrima bir gruba dahil edilirken, P.
terebinthus, P. palaestina, P. mexicana ve P. lentiscus ikinci grubu olusturmustur. Calisma ayrica P.
palaestina'nin P. terebinthus'un bir ¢esidi oldugunu ve P. eurycarpa'nin P. atlantica'dan farkli bir
tiir oldugunu 6ne siirmektedir.

Kafkas (2006a), Pistacia tiirleri arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek amaciyla AFLP
teknigini kullanmistir. Bu amagla 31 Pistacia tiiriinii ve 4 adet P. vera ¢esidini kullanmistir. Elde
edilen sonuglara gére P. vera, P. khinjuk, P. eurycarpa, P. atlantica, P. mutica, P. integerrima ve P.
atlantica x P. integerrima hibritleri bir grupta yer almistir. P. palaestina, P. terebinthus, P. mexicana
ve P. lentiscus ikinci grupta yer almustir. P. khinjuk tiirii P. eurycarpa ve P. atlantica ile P. vera'dan
daha yakin grup olusturmustur.

Antepfistig1 agaclar kok sistemini saglayan anag ve ticari iiriinii lireten kalem olmak {izere
iki kistmdan olugmaktadir. Anaglar, antepfistifi agaclarinin  belirli ¢evresel kosullara
adaptasyonunda hayati bir rol oynamaktadir (Ferguson ve ark., 2002; Caruso ve ark., 2003). Ayrica,
ciceklenme, vejetatif biiyiime, meyve kalitesi ve toplam iiretim anactan giiclii bir sekilde
etkilenmektedir (Carbonell-Barrachina ve ark., 2015; Ferguson ve ark., 2002; Surucu ve ark.., 2020).
Bu nedenle, bir¢cok antepfistig1 {ireticisi iilke, belirli yetistirme kosullarina en uygun olani segmek
icin farkli anaglar arasindaki degiskenligi degerlendirmistir (Esmailpour ve ark., 2014; Ghrab ve ark.,
2010, 2012; Kebour ve ark., 2012).

Antepfistig1 yetistiriciligi anag kullanimin1 gerektirmekte ve vejetatif cogaltmanin tek sekli
asilama kullanilmaktadir. Antepfistigi agaglariyla ilgili bilimsel ¢alismalarin g¢ogu, P. atlantica,
UCBL1 ve P. integerrima gibi Kaliforniya'daki ticari anaglara asilanmig gesitlerle yapilmistir. Farkli
anaglar kargilastiran ¢ok az ¢aligma vardir. Ferguson ve ark. (2005), P. terebinthus’un kurakliga ve
soguga en dayanikli anag oldugunu, P. integerrima’nin ise soguga duyarli ancak Verticillium ‘a kars1
toleranshi oldugunu bildirmistir. Bir zamanlar Kaliforniya'daki en popiiler anaglardan biri olan P.
atlantica, Verticillium’a kars1 yiiksek duyarliligi oldugu tespit edilmistir ve giiniimiizde UCB1,

sulama kosullarda en iyi ticari anag olarak kabul edilmektedir (Ferguson ve ark., 2005). Ulkemizde



ise yeni kurulan kapama bahgelerde antepfistigi iiretiminde daha ¢ok P. vera tohumlar1 ve
tohumlarindan ise en ¢ok Siirt ¢esidi tercih edilmektedir. Yeni kurulan antepfistigi bahgelerinde 6ncii
ciftgilerin liderliginde damla sulama sistemi ile sulanmaya baglanmistir. Bununla birlikte, 6zellikle
Giineydogu Anadolu bolgelerinde P. vera’nin toprak hastaliklarma (Verticilium, Fusarium) hassas
olmasindan dolay1 agaclarda kurumalar goriilmektedir. Bu nedenle, iilkemizde sulama kosullarina
dayanikli anaca ihtiya¢ bulunmaktadir.

Farkli anaglart karsilastiran Germana (1997), P. atlantica'nin 6zellikle stres altindaki
bitkilerde P. terebinthus'tan daha yiiksek terleme ve fotosentetik aktiviteye sahip oldugunu ve bunun
da onu kuraklik stresine kars1 daha duyarli hale getirebilecegini gozlemlemistir. Gijon ve ark. (2010),
P. terebinthus., P. integerrima, P. atlantica ve P. vera’nin sulanan kosullar altinda anag etkisinde
farkliliklar tespit edilememistir.

P. atlantica tiirii 6nemli bir Pistacia tiiriidir. P. atlantica 20 m yiikseklige, 1 m govde ¢apina
kadar biiyiiyebilen ve yaprak doken bir tiirdiir. Kurakliga dayanikli, yart kurak ve kurak alanlara
uyum saglamistir. Birkag tiiriin biilyiliyebildigi zorlu alanlarda bile tek basina veya dagmik sekilde
bulunabilir (Zohary, 1952; Barazani ve Golan-Goldhirsh, 2004). Bu bitkinin yapraklarinda ve yaprak
saplarinda soluk yesilimsi-kahverengi ve kaba c¢ikintilar gibi bocekler tarafindan iiretilen tuhaf
siskinlikler bulunmaktadir (Wool, 2005). P. atlantica ¢ok amagl bir agactir, topragi erozyonunda
(Mirzaie-Nodoushan ve Arefi, 2001), P. vera i¢in anag olarak (Kafkas ve ark, 2006b) ve endiistriyel
ve tibbi uygulamalarda (Lev ve ark., 2002), ve yakit olarak (Mirzaie-Nodoushan ve Arefi, 2001)
kullanilmaktadir. Meyveleri vahsi dogadaki canlilar i¢in besin olarak tiiketilirken, elde edilen sakiz
tibbi 6zelliklerei sahiptir (Bellakhdar ve ark., 1997). Ornegin, Fas'ta goz enfeksiyonunu tedavi etmek
icin yapraklarin kaynatililarak kullanildig: belirtilmistir (EI-Hilaly ve ark., 2003). Galler ¢ok buruk
ve hafif ac1 bir tada ve terebintin benzeri bir kokuya sahiptir. Kendiliginden agildiklarinda bol
miktarda yaglh re¢ineli bir madde iiretilir. Bu regine havaya maruz kalmasi, bitkinin zarar gormiis
kismui i¢in iyilesme 6zelligine sahip, ¢liriimeyi ve mikrobiyal enfeksiyonu 6nleyebilecek katilasmig
bir malzemeye (recine) donistirir (Wool, 2005). P. atlantica Pistache veya “el betoum” olarak
bilinmektedir (Zohary, 1952). Cezayir'de, dzellikle kanyonlarda yabani olarak yetismekte, yar1 kurak
ve kurak bolgelerde yaygin olarak bulunmaktadir (Seigue, 1985; Monjauze, 1982). Yerel halk
tarafindan "el khodri" olarak adlandirilan meyveler, yemek pisirme ve tibbi uygulamalarda
kullanilmaktadir. Ornegin yaprak ve meyveleri mide agrisi, oksiiriik ve strese karsi kaynatilarak
kullanilmaktadir (Belhadj, 1999; Shaker ve ark., 1999).

Diger odunsu bitkilerde ana¢ kullanimi istege baglidir; anag¢ olmadan yetistirilebilirler ve
esas olarak agac boyutu, mahsul verimi veya verim kalitesi gibi bazi ¢esit 6zelliklerini iyilestirmeleri
nedeniyle kullanilirlar. Elma (Cohen ve Naor, 2002; Olien ve Lakso, 1986) ve seftali (Weibel ve
ark., 2003) tizerinde yapilan farkli ¢alismalar, belirli anaglarin vejetatif bityiime hiz1 {izerinde dnemli
bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (Solari ve ark., 2006). Seftalide aga¢ su iligkileri ve vejetatif

biiylime tlizerindeki anag¢ etkilerinin, en azindan kismen, belirli anaglarla iligkili aga¢ hidrolik



iletkenligindeki farkliliklardan kaynaklandigini dogrulamistir. Lochard ve Schneider (1981), Rogers
ve Beakbane (1957), ve Webster (1995) tarafindan gézden gegirilen birkag hipotez, anacin hormonal
etkiler (Kamboj ve ark., 1999), mineral beslenme (Jones ve ark., 1971) veya su durumunu (Olien ve
Lakso, 1986) etkiledigini tespit etmislerdir.

Bunlara ek olarak Karimi ve Nasrolahpour-Moghadam (2016), P. vera tiiriinde disi ve erkek
¢ogiirlerinin tuzluluk stresine yanitlarini inceledikleri ¢alismalarinda, erkek ¢ogiirlerde yaprak sayisi,
stirglin kuru agirligi ve gévde yiiksekliginde disilere gore daha az diisiis tespit etmislerdir. Bu sayede
anag seciminde cinsiyet belirlemenin dnemini ortaya koymuslardir.

Meyve agaclarinda genglik kisirligi uzun siirdiigii i¢in 1slah programlari uzun zaman
almaktadir. Islah siiresi 6zellikle Pistacia tiirlerinde daha da uzun zaman almaktadir. Pistacia
tiirlerinde 1slah galigmalarinda tohum eldesinden sonra, ¢cimlenme sonrasinda seleksiyon yapilmasi,
bu siirenin azaltilmasi, daha fazla materyalle c¢alisilmasi ve kisa siirede alternatif melez
kombinasyonlarinin elde edilmesini saglayacaktir. Fakat Pistacia tiirlerinde anag¢ islahinda
kullanilabilecek ve gelistirilmis disi ve erkek bireyleri %100 ayiran bir markor bulunmamaktadir. Bu
caligma ile P. atlantica tiiriinde cinsiyet spesifik lokuslarin belirlenerek bu lokuslar iizerinden
gelistirilmesi planlanan primerler ile disi ve erkek bireyleri %100 ayiran markor gelistirilmesi

amaclanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Hormaza ve ark. (1994), RAPD teknigi ile dioik tiirlerden olan Pistacia vera'da cinsiyet ile
baglantili markorler bulmak amaciyla ortak baba kullanilarak olusturulan iki popiilasyondan alinan
bireyleri kullanmistir. Her iki popiilasyondan da erkek ve disi bireylerden bulk olusturmuslardir. Bu
bulklardan DNA elde edilmigtir. DNA ayrica 14 P. vera ¢esidinden ve cinsiyeti bilinmeyen 94 acik
tozlanmis bireylerden, birka¢ haftalik P. vera fidan1 kullanilmistir. DNA amplifikasyonunu
gergeklestirmek icin yedi yiiz farkli primer kullanilmistir; bunlardan 1'i (OPOO0S), iki populasyonun
yalnizca disi bireylerinde mevcut olan ve erkek bireylerinde bulunmayan 945 bp'lik bir
amplifikasyon bandi tespit edilmistir. Bant varlig1 ile disi bireylerdeki ifadesi arasindaki iliski, iki
populasyondan elde edilen her bireyde ve melezlerle ilgisi olmayan 14 ¢esitte korunmustur. Bu
bandin antepfistiginda cinsiyet tayinini kontrol eden gen(ler) ile iliskili oldugu disiiniilmistiir.
OPO08945 RAPD markorii, 1slah calismalarinda antepfistig1 bitkilerinde kullanilabilir, bu da 6nemli
Ol¢iide zaman ve ekonomik kaynak tasarrufu saglayacaktir. Bu varsayimi dogrulamak icin 94 tane
fidan1 OPOOS primeri ile taranmis ve 1:1 erkek:disi oraniyla tutarli sonuglar elde edilmistir.

Kafkas ve ark. (2001), Tiirkiye'de P. vera'ya anag olarak kullanilan baslica yabani tiirler olan
P. atlantica, P. terebinthus ve P. eurycarpa'da cinsiyete bagli RAPD markoérleri taramigtir. Bu
amagla, her tiirden erkek ve disi agaclardan yaprak ornekleri toplanmis ve cinsiyetle iliskili RAPD
bantlarin1 taramak i¢in on erkek ve on disi bireyin DNA's1 bulk yapilarak cinsiyete 6zgii DNA bulki
hazirlanmistir. Toplam 472 primer taranmig ve BC156 ve BC360 primerleriyle ¢ogaltilan iki bandin
P. eurycarpa'da cinsiyetle iligkili oldugu tespit edilmistir. Bantlar 30 erkek ve 37 disi bireyde test
edilmistir. BC156 (1300), biri hari¢ tiim disi agaglarda mevcut iken ve tiim erkek agaclarda tespit
edilmemistir.BC360 (500) markorii 37 disi bireyden 31'inde amplifike olurken tiim erkek bireylerde
bulunmamustir. P. atlantica'da, bir primer OPAKO09, test edilen 46 disi bireyin hepsinde bulunan ve
test edilen 38 erkek agacin hi¢birinde bulunmamistir. Bu markdrlerin cinsiyet belirleyici lokuslarla
baglantili olmasimim muhtemel oldugu belirtilmistir.

Kamiab ve ark. (2014), Pistacia vera RAPD teknigi kullanilarak popiilasyon bitkilerinde
cinsiyet ayirt etmek igin kullanilmustir. Antepfistiginin gesitli genotipleri, daha 6nce Hormaza ve ark.
(1994) dizayn ettigi disi agaglarda 945bp'lik bir amplifikasyon bandinin ekspresyonu ve erkeklerde
yoklugu ile baglantili oldugu bulunan on bazlik bir primerin PCR amplifikasyonu ile analiz
edilmistir. Sonugclar, ¢esit 6rneklerinden elde edilen genetik materyalin ilgili primer ile iyi bir sekilde
cogaldigini, ancak bazi erkek bireylerde 10bp primer ile ¢ogaltildiginda 945bp bant iirettigini ortaya
koymustur. DNA'nin yeniden ¢ogaltilmasi icin yapilan ¢ok sayida miiteakip teste ragmen, ne yazik
ki bu erkek bireylerde kendi 6rneklerinden tekrarlanabilir sonuglar verememistir. Yinede, bir erkek
ornekte 945bp amplifikasyon bandinin varligi, 10bp primer ve RAPD analizi ile P. vera'nin cinsiyet

tayininde %15'lik bir hata oraninin miimkiin oldugunu kanitlamistir.



Ticari 6neme sahip P. vera toprak kokenli hastaliklara (Verticillium, Fusarium vb) duyarlidir
(Ferguson ve Haviland, 2016) ve agac Oliimleri zaman zaman meydana gelmektedir. Bu nedenle,
iilkemiz antepfistig1 yetistiriciliginde en dnemli sorunlarin basinda sulanan kosullara uygun anag
sorunu gelmektedir. Ulkemiz ekolojik kosullarma uygun, hastaliklara dayanikli ve soguklara
toleransli tohum anaci veya anaglari ve miimkiinse klonal anag¢ gelistirme zorunlulugumuz
bulunmaktadir. Antepfistiginda cinsiyetle iligkili markorleri ve cinsiyet belirleme sistemini
aydinlatmak i¢in Kafkas ve ark. (2015), RAD teknigi kullanmiglardir. Bir Pistacia vera
Siirt x Bagyolu melezlenmesinden elde edilen sekiz erkek ve sekiz disi F1 bireyi, ebeveynleri ile
birlikte, bir Hi-Seq 2000 siralama platformunun ¢ift yonle RAD sekanslamasina tabi tutulmustur. Bu
sekilde yaklasik 37,7 Gb sekans dizisi igeren 449 milyon okuma elde edilmistir. Ebeveynler arasinda
33.757 polimorfik tek niikleotid polimorfizmi (SNP) lokusu bulunmustur. Otuz sekiz RAD
okumasindan, yirmi sekizinde antepfistiginda varsayilan cinsiyetle iligkili lokuslar tespit edilmistir.
Validasyon, bir gen kaynaginda 42 olgun F1 bireyinde ve 124 ¢esit ve genotipte SNaPshot analizi
ile gerceklestirilmistir. Antepfistiginda sekiz lokus cinsiyeti %100 dogrulukla ayirt edebilmektedir.
Islah programinda belirteglerin uygun maliyetli bir sekilde uygulanmasini saglamak icin HRM
analizi yapilmistir. Antepfistiginda cinsiyeti %100 olarak ayiran dort markér bulunmustur. Tiim aday
SNP lokuslarindaki disi heterogameti nedeniyle, ilk kez antepfistiginin ZZ/ZW cinsiyet belirleme
sistemine sahip oldugu rapor edilmistir. Bilinen tiim agilim popiilasyonlarinda bildirilen disi-erkek
ayrilma orani 1:1 oldugundan ve fistikta siiper-disi genotiplere veya disi heteromorfik kromozomlara
dair daha 6nce bir rapor bulunmadigindan, WW cinsiyet sisteminin gegerli olmadig1 goriilmektedir.

Khodaeiaminjan ve ark. (2017), yaptiklari ¢aligmada, cinsiyet kromozomunun bir baglanti
haritasin1 olugturarak antepfistigindaki cinsiyet lokusunun konumunu belirlemek i¢in EST-SSR
markorleri ile birlikte cinsiyete bagli tek niikleotit polimorfizmi (SNP) belirtegleri gelistirmeyi
amaglamistir. Dokuz yeni cinsiyete bagli SNP markorii, 309 bireydeki 17 RAD sekans
okumalarindan alinan 25 SNP lokusunun SNaPshot mini dizileme analizi ile basarili bir sekilde
tanimlanmistir Antepfistiginda bir ZW/ZZ cinsiyet belirleme sistemini destekleyen dokuz markdriin
tamami disilerde heterozigot ve erkeklerde homozigot bulunmustur. Siirt x Bagyolu
melezlenmesinden elde edilen 122 F1 bireyinde analiz yapilarak cinsiyet kromozomunu ve cinsiyet
lokusunun konumunu belirlemek i¢in kullanilmistir. Toplam 105 agilim gdsterem SSR markorii ve
cinsiyetle iligkili markorler kullanilmistir. Bu 105 markérden dordii ortak ve dordii babasal SSR,
fenotipik cinsiyet lokusu ve cinsiyete bagli markorlerle birlikte cinsiyet kromozomu iizerine
haritalanmistir. Ortaya ¢ikan konsensiis haritasinin toplam uzunlugu 65.19 ¢cM'dir. Cinsiyet lokusu
ve cinsiyete bagli SNP markorleri, kromozomun merkezinde sirastyla 31.86 ve 31.92 ¢cM mesafede
bulunmaktadir. Ayrica belirlenen tiim markdrler SNaPshot analizi ile dort yabani Pistacia tiiriinde

test edilmis, ancak yabani Pistacia tiirlerinde cinsiyetleri ayirmamustir.



Sahin ve ark. (2022), yaptiklar1 ¢alismada marker tarama sistemi olarak KASP teknigini
kullanarak, P. atlantica, P. integerrima, P. khinjuk, P. mutica, P. terebinthus, P. vera ve P. lentiscus
tirlerinde sadece bir disi ve bir erkek bireyde kullanilarak bagariyla ayirt ettikleri belirmislerdir.
Toplamda 12 SNP markdrii KASP markdriine doniistiiriilmiis ve bunlardan 5 tanesi (SNP-PIS-
133396, SNP-PIS-167992, P-ATL-91951-565, P-INT-91951-256, P-KHI-91951) —115), erkek ve
disi bitkiler arasinda agik allelik ayrim gosterdigi belirtilmistir.

Bunlara ek olarak, Kafkas ve ark. (2018) antepfistiginda baslattiklari ¢esit 1slah1 programinda
Kafkas ve ark. (2015) ile Khodaeiaminjan ve ark. (2017) tarafindan gelistirilen cinsiyet ile iligkili
markorleri kullanilmistir. Antepfistiginda ilk defa markore dayali seleksiyon yontemi kullanilan 1slah
programi olmustur.

Kafkas ve ark. (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada, disi ebeveyn olan P. vera Siirt (disi
ebeveyn) ve Bagyolu (erkek ebeveyn) genomlari dizilenmistir. Antepfistiginin kromozom diizeyinde
iki referans genomu olusturulmustur. Z ve W kromozomlar1 assembly yapilmistir. ZW
kromozomlari, yaklagik 8.18 Myd meydana gelen ilk inversiyonu takip eden bir otozomdan
kaynaklanmistir. W kromozomundaki ii¢ inversiyon olayi, 12.7-Mb'lik (W kromozomunun %22.8')
rekombine olmayan bir bolgenin olusumuna yol agmistir. Bu W'ye 6zgii diziler, cinsiyet belirlemede
cok onemli bir rol oynamis ve antepfistiginda bir ZW cinsiyet kromozomu sisteminin baslatilmasina
ve evrimine katkida bulunmus olabilecek birkag ilgili geni icermektedir. DefA, defA-benzeri, DYTL,
iki PTEN1 ve altt VPS13A paralogunun iki ard arda kopyasi dahil olmak {izere W'ye 6zgii genler,
cinsiyet tayini veya farklilasmasi i¢in giiclii adaylardir. Yeniden sekanslanan genomlarin demografik
tarih analizi, yetistirilen antepfistiginin yaklasik 7,640 y1l dnce ciddi evcillestirme darbogazlarmdan
gectigini gostermistir. Antepfistigr gelisimi ve kalitesi, agilama basarisi, ¢igeklenme zamani kaymasi
ve kuraklik toleransi gibi tarimsal 6zelliklerin altinda yatan 3 ¢esit alt grubunda 390, 211 ve 290
potansiyel secici mutasyon belirlenmistir.

Palmer ve ark. (2023) UCB-1 F1 fidan anaglar1, P. atlantica (disi) ve P. integerrima'nin
(erkek) 2 adet yiiksek oranda heterozigot olan ebeveyn agacinin melezlenmesiyle iiretilen ticari
antepfistigi  bahgelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu F1 bireylerinde yiiksek
heterozigotluktan dolay1 fazla boylanmayan fidanlar kullanilmamaktadir. Genotipler arasindaki
genetik farkliligin genetik temelini belirlemek icin, UCB-1'in ebeveyn agac¢larinin kromozom 6lgekli
genom assembly’lerini bir araya getirilmistir. Cok yillik fenotipleri de toplanilan bir bahgede 960
UCB-1 agacinin genotiplendirilmesi yapilmustir. 6 ticari antepfistigi bahgesine ek olarak 1.358 adet
anag genotipi belirlenmis ve tek yillik agac boyu verileri toplanmistir. Genom ¢apinda tek markor ile
iligkilendirme testleri, aga¢ boyutu ve sekli, cinsiyeti ve erken gelisimi ile iligkili lokuslar
tanimlanmigtir. Deneysel meyve bahgesinde, 6zelliklerle iliskili ¢ok sayida lokus ve ZZ/ZW cinsiyet
kromozomlar1 sahip olmalar yiiksek ihtimal oldugu belirlenmistir. Farkli 6zelliklere ve ayni
ozelligin erken ve ge¢ fenotipik Slgiimlerine 6zgli 6nemli markor iligkileri bulunmustur. Ticari

meyve bahgelerinde anag¢ boyutuyla giiglii bir sekilde iligkili 2 lokus tespit edilmistir. Markorlerin



pseudo-testcross siniflandirmasi, her lokus i¢in ozellikle iligkili alellerin, karsit ebeveynlerin
gametlerinde ayrildigini gdstermistir. Bu 2 lokus, yetistiriciler tarafindan gozlemlenen istenmeyen
kiigiik agaglarla aga¢ boyutunun bimodal dagilimini olugturmak i¢in epistatik olarak etkilesime
girmektedir. Bu bolgelerdeki aday genler belirlenmistir. Bu bulgular, giiclii antepfistigt UCB-1
anacinin geligimi ile iligkili markor ve genetik se¢im igin temel bir kaynak saglayacaktir.

P. atlantica i¢in anag 1slah1 ¢alismalarinda kullanmak i¢in tespit edilmis cinsiyet spesifik
diziler literatiirde bulunmamaktadir. Bu ¢alismada amag, molekiiler markor gelistirme galismalarina
temel olusturulmast amaciyla P. atlantica tiriine ait cinsiyet spesifik DNA dizilerinin

belirlenmesidir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Yiiksek Performansh Hesaplama Bilgisayari

Bu ¢aligma kapsaminda analiz edilen veriler Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri Boliimii Molekiiler Genetik Laboratuvart Biyoinformatik Laboratuvarindaki yiiksek
performansli bilgisayar kullanilmistir. Kullanilan bilgisayarin teknik o6zellikleri Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Biyoinformatik hesaplamalarda kullanilan bilgisayar 6zellikleri

Donanmim Tiirii Ozellik

Cekirdek: 64

Is Parcacigi: 128

Baz Saat Hizi: 2.0GHz

Boost Saat Hizi: 3.0GHz
RAM Kapasite: 256 GB

Hard Disk Okuma Hizi: 13804 MB

Islemci

3.1.2. Sekans Verisi ve Bitki Materyali

Bu ¢alisma igin P. atlantica tiiriiniin daha énce TUBITAK (TOVAG 2190267) projesi
kapsaminda yaklasik 25-30x yogunlugunda sekanslamasi yapilan 15 disi ve 15 erkek genotipe ait
sekans verileri kullanilmigtir. Calismada kullanilan materyaller Cizelge 3.2 de verilmistir.

Bu arastirma kapsaminda P. vera tiirline ait Siirt ve Bagyolu ¢esitlerinin genomlar1 (Kafkas
vd., 2023) ve P. atlantica tiiriine ait genom (Palmer vd., 2023) referans olarak kullanilmstir.

Validasyon caligmalar1 i¢in P. atlantica’ya ait 100 disi ve 100 erkek genotip Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Arastirma ve Uygulama alaninda bulunan
Pistacia genetik kaynagindan ve Adana ilinde dogal olarak yetisen atlantik sakizi bitkilerinden elde

edilmistir.



Cizelge 3.2. Caligmada sekanslar1 laboratuvarda bulunan ve bu ¢alismasinda kullanilan sekans
verilerine ait metaveriler

Oll;lnoek (})(glzjeli( ?(rlﬂbz Tiir Pedigri | Cinsiyet | Sekans Aciklamasi
1 PaF0l1 | PaF701 | P. atlantica | PaOH1 Disi Bireye ait sekans
2 PaF02 | PaF702 | P. atlantica | PaOH2 Disi Bireye ait sekans
3 PaF03 | PaF703 | P.atlantica | PaOH3 Disi Bireye ait sekans
4 PaF04 | PaF704 | P.atlantica | PaOH4 Disi Bireye ait sekans
5 PaF05 | PaF705 | P.atlantica | PaOH5 Disi Bireye ait sekans
6 PaF06 | PaF706 | P.atlantica | PaOH6 Disi Bireye ait sekans
7 PaF07 | PaF707 | P.atlantica | PaOH7 Disi Bireye ait sekans
8 PaF08 | PaF708 | P. atlantica | PaOH8 Disi Bireye ait sekans
9 PaF09 | PaF709 | P. atlantica | PaOH9 Disi Bireye ait sekans
10 PaF10 | PaF710 | P. atlantica | PaOH10 Disi Bireye ait sekans
11 PaF1l | PaF711 | P. atlantica | PaOH11 Disi Bireye ait sekans
12 PaF12 | PaF712 | P. atlantica | PaOH12 Disi Bireye ait sekans
13 PaF13 | PaF713 | P. atlantica | PaOH13 Disi Bireye ait sekans
14 PaF14 | PaF714 | P.atlantica | PaOH14 Disi Bireye ait sekans
15 PaF15 | PaF715 | P. atlantica | PaOH15 Disi Bireye ait sekans
16 PaMO01 | PaM701 | P. atlantica | PaOH19 Erkek Bireye ait sekans
17 PaMO02 | PaM702 | P. atlantica | PaOH20 Erkek Bireye ait sekans
18 PaMO03 | PaM703 | P. atlantica | PaOH21 Erkek Bireye ait sekans
19 PaM04 | PaM704 | P. atlantica | PaOH22 Erkek Bireye ait sekans
20 PaMOQ5 | PaM705 | P. atlantica | PaOH23 Erkek Bireye ait sekans
21 PaMO06 | PaM706 | P. atlantica | PaOH24 Erkek Bireye ait sekans
22 PaMOQ7 | PaM707 | P. atlantica | PaOH25 Erkek Bireye ait sekans
23 PaMO08 | PaM708 | P. atlantica | PaOH26 Erkek Bireye ait sekans
24 PaMQ9 | PaM709 | P. atlantica | PaOH27 Erkek Bireye ait sekans
25 PaM10 | PaM710 | P. atlantica | PaOH28 Erkek Bireye ait sekans
26 PaM11l | PaM711 | P. atlantica | PaOH29 Erkek Bireye ait sekans
27 PaM12 | PaM712 | P. atlantica | PaOH30 Erkek Bireye ait sekans
28 PaM13 | PaM713 | P. atlantica | PaOH31 Erkek Bireye ait sekans
29 PaM14 | PaM714 | P. atlantica | PaOH32 Erkek Bireye ait sekans
30 PaM15 | PaM715 | P. atlantica | PaOH34 Erkek Bireye ait sekans
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3.2. Metot
3.2.1. DNA izolasyonu ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Validasyon ¢aligmalarinda kullanilacak genotiplerin DNA’lart Doyle ve Doyle’nin (1987)
gelistirdigi yonteme gore yapilmistir. Bu yontemde, her bir bitki yaprak érnegi 2 ml’lik tiiplere esit
miktarlarda konularak sivi azot yardimiyla TissueLyser II cihazinda parcalanmistir. Pargalanan
yaprak orneklerinin tizerine 0.9 ml CTAB (100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2
CTAB, %2 PVP, %0.1 Na2S205) tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 6rnekler su banyosunda 65°C’de 1
saat bekletilmistir. Igerisinde iyice ezilmis olan yaprak érnekleri ve CTAB tampon ¢ozeltisi bulunan
2 ml’lik tiipler her 10-15 dk’da bir nazik¢e calkalanmigtir. Bu 6rnekler su banyosundan alindiktan
sonra oda kosullarinda 10-15 dakika kadar sogumasi i¢in bekletilmis ve tizerlerine ekstraksiyon
tampon ¢ozeltisiyle esit miktarda (0.9 ml) olacak sekilde kloroform:izoamil alkol (24:1) ilave
edilmistir. Tiipler oda kosullarinda 15 dakika hafif bir sekilde ¢calkalanmistir. Daha sonra bu 2 ml’lik
tiipler 14.000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiij yapildiktan sonra 2 ml’lik
tiiplerde bulunan 6rneklerin en {ist fazlar1 alinarak 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmistir. 1,5 ml’lik tiiplere
aktarilmis olan tist fazlarin tizerine soguk (6nceden -20°C’de bekletilmis) izopropanol eklenmistir.
Bu agamada tiipler hafif¢e ¢alkalanarak DNA’nin ¢okmesi saglanmistir. Daha sonra izopropanolii
bosaltilan tiipiin i¢ine, igerisinde 10 mM amonyum asetat bulunan %76’lik etil alkolden 1 ml ilave
edilerek, 15 dakika hafifce calkalanmustir. Son olarakiist faz tiipten uzaklastirilmig ve tiiplerde
bulunan DNA’lar oda kosullarinda 1 gece bekletilerek kurutulmustur. Kurutulan DNA’lar, iizerine
50ul saf su eklenerek ¢ozdiirilmistiir.

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi igin her bir 6rnek i¢in toplam hacmi 20 ul olacak
sekilde 2 ul stok DNA, 4 ul jel yiikleme boyasi ve 14 ul saf su konularak érnekler hazirlanmigtir.
Hazirlanan 6rneklerden 10 pl’si, %0.8 konsantrasyondaki agaroz jel iizerinde hazirlanmig yuvalara
yerlestirilerek elektroforezde 120 voltta 45 dakika kosturma iglemi yapilmistir. Jel goriintiileme
cihazi yardimiyla elde edilen jel goriintiisiinde her bir genotipten elde edilen stok DNA miktar1 daha

once miktar1 bilinen kontrol DNA miktarlari ile karsilastirilarak tahmin edilmistir

3.2.2. Biyoinformatik Analizler
Kalite Kontrolii

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda biyoinformatik analizler 6ncesinde sekans okumalarmin kalite
kontrolleri FastQC (Andrews, 2010) ve MultiQC (Ewels ve ark., 2016) yazilimlar1 ile yapilmistir.
FastQC programi yiiksek ¢iktili sekanslama platformlarindan elde edilen veriler iizerinde ¢ok sayida
farkli kalite parametlerini raporlayan ve gorsellestiren bir uygulamadir. Program, Terminal {izerinden
caligtirllarak, biyoinformatik pipeline’lar icerisinde kodlayarak veya grafik arayiizii ile
kullanilabilmektedir. MultiQC ise FastQC ile yapilmis genis sayida kalite raporlarini birlestirerek

calismanin 6zet bir kalite raporunu olusturan programdir (Sekil 3.1).

11



R Fanqc o5 FastQC: Per Sequence Quality Scores
p

y scores across ol bases (Iumina >v1.3 encoding)
111

i
“ﬁﬁﬁ? e TTTTTITTT fl\ll
-

Fostion in read (bp)

Sekil 3.1. FastQC (a) ve MultiQC (b) programlarinin 6rnek goriintiisii

Kalite Filtrelemesi

Biyoinformatik analizler 6ncesinde belirli kalite degerlerinin altindaki okumalar filtrelemek
icin Fastp (Chen ve ark., 2018) yazlimi kullanilmistir. Bu yazilim ile adaptorler ve diisiik kalitedeki
diziler (%5’°den fazla N igeren diziler; ortalama baz kalitesi 20’den az olan diziler, %50°den fazla
bazin kalite degerinin 5’in altinda oldugu diziler, 40 bazdan az olan diziler) temizlenmistir.
Filtrelenmis temiz dizilerin FastQC ve MultiQC ile kalite kontrolleri tekrar yapilmistir. Elde edilen
ham dizilerin temizleme isleminden sonra en az 25x civarinda bir temiz verinin bundan sonraki

analizlerde kullanilmistir.

P. vera Genomu Kullanilarak Okumalarin Hizalanmasit ve SNP, InDel ve Yapisal Degisikliklerin
Belirlenmesi

Bu ¢alisma kapsaminda hem daha fazla hem de daha Kaliteli genotipik veri elde etmek, hem
de elde edilen dizilerin yaygin etkisini arttirmak i¢in resequencing yaklagimi ile P. atlantica tiiriinde
genomdaki varyasyon gosteren bolgelerin belirlenmesi ve hem de bu bolgelerden cinsiyet ile
baglantili lokuslarinin belirlenmesi planlanmistir.

Temiz DNA verilerinin elde edildikten sonraki analizlerde hem linux tabanli yazilimlar
kullanilmis hem de Windows tabanli CLC Genomic Workbench yazilimi (ver. 12.0) kullanilarak
yapilmustir.

Linux tabanli olarak, Burrows Wheeler Aligner (BWA; Li ve Durbin, 2009) programu ile
herbir genotipden elde edilen okumalar (reads) Siirt ¢esidi referans genomuna (Kafkas ve ark., 2023)
haritalanmig ve elde edilen SAM (Sequence Alignment Map) formatindaki sonuglar bir sonraki
asamalarda kullanmak {izere Picard-tools ile BAM (Binary Alignment Map) formatina ¢evrilmistir.
Haritalanan okumalar hizalandiktan sonra duplike okumalar PicardTools (Broad Institute, 2018) ile
belirlenmistir. GATK (Genome Analysis Toolkit) programi (McKenna ve ark., 2010) kullanilarak
SNP ve kisa InDel lokuslar belirlenmistir. Programin HaplotypeCaller modiilii kullanilarak bazlarin

kalite kalibrasyonlar1 yapilmistir. SNP’ler i¢in BaseReCalibrator ve InDel’ler i¢in IndelReAligner

12



modiili  kullanilmistir.  SNP lokuslari homozigot ve heterozigot olma durumlarina gore
smiflandirilmistir. Kisa InDel’ler ise baz biiyiikliiklerine gore siniflandirilmistir.

Herbir genotip igin varyasyon gosteren lokuslarin belirlenmesinde baslangigta haritalama
kalite degeri MQ>20 ve minimum okuma derinligi 4 olarak ele alinmistir. Herbir genotipten elde
edilen vcf (Variant Call Format) uzantili dosyalar daha sonra birlestirilerek herbir tiire ait ham
dosyalar olusturulmustur. Sonra ayni1 programda filtreleme SNP’ler (QD < 2.0; MQ < 30.0; FS >
60.0; MQRankSum < -12.5; ReadPosRankSum < —8.0; DP<4.0) ve INDel’ler (QD <2.0; FS > 200.0;
ReadPosRankSum < —20.0; MQ < 30.0; DP<4.0) i¢in yapilarak yiiksek kalitedeki SNP ve InDel
lokuslar1 ortaya ¢ikarilmustir.

Yapisal degisiklik analizleri i¢in bir onceki asamada duplikasyonlar c¢ikarildiktan sonra
tekrar haritalanmis (tekrar Re-aligned yapilmis) olan haritalama dosyalar1 kullanilmistir. DELLY
(Rausch ve ark., 2012) yazilimi ile inversiyon, translokasyon ve duplikasyon ile uzun eklenen
(Insertion) ve uzun silinen (Deletion) gibi genomdaki yapisal degisiklikler (Structural Variation, SV)
belirlenmistir. Her bir bolgenin okuma yogunlugu hesaplanmis ve okuma yogunlugu 4’iin altinda
olanlar elimine edilmistir. Bunun diginda programin standard parametreleri kullanilmistir. Yukarida
SNP ve kisa InDel’lerde agiklandig1 gibi bir tiirde herbir genotipten elde edilen veriler birlestirilmis
ve filtreleme ile yapisal degisiklikler belirlenmistir.

Windows tabanli olarak CLC Genomic Workbench paket programinda da (versiyon 12.0)
SNP, InDel ve yapisal degisiklik analizleri yapilmistir. Herbir genotipten elde edilen okumalar
(reads) Siirt ¢esidi ile Bagyolu referans genomlarma (Kafkas ve ark., 2023) haritalanmigtir.
Okumalarin referans genomlara haritalanmasinda; mismatch cost=2, insertion cost=3, deletion
cost=3, length fraction=0.5, similarity fraction=0.8, auto detection of paired distance=yes
parametreleri kullanilmistir. Haritalanan okumalar hizalandiktan sonra duplike okumalar elimine
edilmigtir. Haritalama hatalarin1 ortadan kaldirmak i¢in CLC programinda ‘local realignment’
yapilmistir. Sonraki agamada SNV (Single nucleotide variation; tek niikleotit farkliligi), MNV
(birden fazla niikleotit farklilig1) Eklemeler (Insertions), Delesyonlar (Deletion) ve diger kategorilere
girmeyen varyasyonlar (replacement) programin ‘Basic Variant Detection’ ve filtreleme secenegi ile
belirlenmistir. Inversiyonlar, translokasyonlar, duplikasyonlar ile uzun Eklemeler ve uzun
Delesyonlar gibi yapisal degisikler de yine ayni paket programda ‘InDels and Structural Variants’
secenegi kullanilarak analiz edilerek belirlenmistir. Her bir bélgenin okuma yogunlugu hesaplanmis
ve okuma yogunlugu 4’iin altinda olanlar elimine edilmistir. CLC programinda filtreleme ve
karsilastirma segenekleri kullanilarak herbir tiire ait genotiplerde ayn1 lokusta bulunan varyasyonlar
(SNP, InDel ve yapisal degisiklikler) belirlenmistir. Bu programda da SNP’lerin homozigot veya
heterozigot olma durumlarina gore InDel’ler ise biiyiikliikklerine gore siniflandirilmistir. CLC
Genomics Workbench programinda yapilmis analizlerde burada belirtilenler disinda kalan

parametreler olarak standart parametreler kullanilmigtir.
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Gerek linux gerekse Windows tabanli yapilacak analizlerde P. atlantica tiiriine ait 30
genotipin SNP, InDel ve yapisal degisiklik dosyalar1 ayr1 ayri olusturulmus ve tiir i¢i varyasyon
gosteren bolgeler belirlenmistir. Ayrica her iki platformdan elde edilen vcf uzantili varyasyon
dosyalar karsilastirilmis ortak ve farkli olan varyasyon bdlgeleri de belirlenmistir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda iki farkli yaklagimin kullanilmasi ile P. atlantica tiiriinde
varyasyonlar (SNP, InDel ve yapisal degisiklikler) detayli bir sekilde belirlenmis ve boylece cinsiyet

ile baglantili lokuslarin bulunma sansi arttirtlmistir.

P. vera Genomu Kullanilarak Belirlenen SNP, InDel ve Yapisal Degisikliklerin Anotasyonu
Hem CLC Genomic Workbench paket programinin ‘Functional consequences’ hem de
ANNOVAR (Wang ve ark. 2010) yazilimi ile SNP, kisa InDel ve yapisal degisikliklerin oldugu
belirlenen dizilerin Siirt ve Bagyolu cesitlerine ait referans genom dizileri (fasta ve gff dosyalar)
kullanilarak (Kafkas ve ark., 2023) her iki genomdaki anotasyonlari yapilmistir. Referans dosyalar
kullanilarak genomdaki pozisyonlar ile bulunduklar1 boélgenin tanimlamasi (CDS, mRNA, gene,
UTR gibi) yapilmistir. Kodlanan bolgede olan SNP’ler amino asit dizisini degistirme durumuna gore
nonsynonymous ve synonymous olarak, InDel’ler ise ¢cer¢ceve kaymasi durumuna gore frameshift ve
nonframeshift olarak siniflandirilmistir. SNP ve InDel’ler ayrica stop kodon ekleme c¢ikarma

durumuna gore (stop gain/stop loss) de degerlendirilmistir.

P. vera Genomu Kullanilarak Cinsiyet ile Baglantili Aday Lokuslarin Belirlenmesi
Cinsiyet ile baglantili aday lokuslarin belirlenmesinde birinci kosul bir tiirde erkek ve disiler
arasmda %100 farkli olmasi olmustur. Tkinci kosul ise cinsiyet ile baglantili bulunan aday bolgelerin

okuma yogunluklar1 olmustur. ikinci kosula gore cinsiyet ile baglantili lokuslar siraya dizilmistir.

P. vera Genomu Kullanilarak Cinsiyet ile Baglantili Lokuslarin Validasyonu

Cinsiyet ile baglantili bulunan aday lokuslarin bulundugu diziler ile bu dizilerin sagindaki
ve solundaki diziler CLC Genomics Workbench paket programi kullanilarak elde edilmistir. Cinsiyet
ile baglantili bulunan SNP markoérlerine ait dizilerden SNaPshot analizleri i¢in primerler dizayn
edilmistir. Cinsiyet ile baglantili aday InDel veya yapisal degisiklik igeren lokuslardan markorlerin
gelistirilmesinde ilgili mutasyon bdlgesinin pozisyonu sekansin ortasinda kalacak sekilde dizinin her
iki tarafindan ileri ve geri primerler BatchPrimer 3 (You ve ark., 2008) programi ve programin
standart parametreleri kullanilarak dizayn edilmis ve analizleri yapilmistir. Cinsiyet ile baglantil
markorlerin validasyonunda toplamda 100 disi ve 100 erkek genotip (sekanslamasi yapilan

genotipler dahil) kullanilmisgtir.
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P. atlantica Genomu Kullanilarak Okumalarin Hizalanmast ve Filtrelenmesi

Temizlenmis diziler Burrows Wheeler Aligner (BWA; Li ve Durbin, 2009) programu ile P.
atlantica referans genomlarina haritalanmis ve elde edilen SAM (Sequence Alignment Map)
dosyalar1 SAMtools (Danecek ve ark., 2021) programi ile BAM (Binary Alignment Map) formatina
¢evrilmis ve pozisyonel siralanmistir. Haritalanan okumalar i¢erisindeki duplike okumalar ve diisiik

haritalama skoru igeren hizalamalar (MQ < 20) PicardTools (Broad Institute, 2018) ile filtrelenmistir.

P. atlantica Genomu Kullanilarak Cinsiyet Spesifik Lokuslarin Belirlenmesi

Elde edilen hizalama dosyalarindan (BAM) her bir birey i¢in genom boyunca her pozisyonun
okuma derinlikleri BAMtools (Barnett ve ark., 2011) ile hesaplanmis, Python3 programlama dili
(Van Rossum, 2009) ve bu programa dili i¢in gelistirilmis Numpy (Harris ve ark., 2020) ve Pandas
(McKinney ve ark, 2010) kiitiiphaneleri ile okuma derinlik degerleri 2000 bazlik araliklarla her bir
birey i¢in toplanmig ve toplam okuma sayisina gore normalize edilmistir. Normalize edilen degerler
R (R Core Team, 2021) ortaminda yazilmis diger bir script ile her bir cinsiyete ait bireyler i¢in
toplanmig ve toplam okuma derinlik i¢inde oranlanmistir. Bu oranlar i¢inde disi veya erkek okuma
orani 0.9’dan biiyiik bulunan lokuslar cinsiyet spesifik olarak degerlendirilmis ve bu bolgelerdeki

dizilerden FASTA formatinda dosya olusturulmustur.

P. atlantica Genomu Kullanilarak Cinsiyet Spesifik Bolgelerin Anotasyonu

Anotasyon calismasi ile cinsiyet ile baglantili bolgelerde bulunan genlere ait protein
sekanslari ile veritabanlari tizerinde gergeklestirilen analiz sonucunda bu proteinlerin; daha 6nce
islevi tanimlanmig homolog genler ile eslestirilmesi, bu genlerin fonsiyonlarinin belirlenmesi, diger
genler ile iliskilerinin ve yolaklarinin tespit edilmesi ile cinsiyet mekanizmasinda hangilerinin nasil
rol aldiginin veya alabilecegi aragtirilmistir.

P. atlantica’ da cinsiyet spesifik olarak belirlenen bolgelerde bulunan genler ve protein
sekanslari, Palmer ve ark. (2023) tarafindan yaymnlanan P. atlantica genom (BioProject:
PRINA661055) anotasyonundan Python ile yazilmig bir script ile iliskilendirilerek belirlenmistir.

Elde edilen cinsiyet ile baglantili olarak belirlenen protein sekanslarinin anotasyonlari,
Blast2GO programinin giincellenmis versiyonu olan OmicsBox yazilimimin son siiriimiiniin
(OmicsBox 3.0) icerisindeki araglar ile GO (Gotz ve ark., 2008; Buchfink ve ark., 2021), KEGG,
InterPro (Jones ve ark., 2014), EggNOG (Huerta-Cepas ve ark.,2019) ve Plant Reactome (Naithani
ve ark., 2020) veritabanlari lizerinde Sekil 3.2 deki workflow ¢aligtirilarak yapilmustir.
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Sekil 3. 2. OmicsBox programinda anotasyon analizleri i¢in ¢alistirilan workflow

P. vera Genomu Kullanilarak Cinsiyet Spesifik Lokuslardan Primer Tasarimi ve Lokuslarin
Validasyonu

Cinsiyet spesifik olarak bulunan ve cinsiyeti %100 ayirabilen SNP lokuslarindan Primer3
(Koressaar ve ark., 2008) programi kullanilarak SNP lokusuna spesifik 12 SNaPshot primerinin
dizayn1 yapilmistir. Validasyon asamasi 6ncesinde SNP lokusu igeren bolge Cizelge 3. 3’te verilen
protokole gore PCR da c¢ogaltilmistir. Bu asamadan sonra Cizelge 3.4’de verilen protokole gore
SNaPshot primerleri ve boya sonlandirmali bazlar baglanarak ABI 3130xI cihazinda Cizelge 3.5’de

verilen mix hazirlanarak analiz edilmistir.

Cizelge 3.3. On PCR reaksiyonu igerigi

Komponent Regiéli];on Konsasn%r;asyon
Phire Reaksiyon Buffer (5x) 1.5 uL 1x
dNTP (2.5 mM) 1.2 uL 200 uM
Outer-Primer-F (5 uM) 0.9 uLL 300 nM
Outer-Primer-R (5 uM) 0.9 uL 300 nM
Phire Hot Start | DNA Polymerase 0.3 uL 1rxn
DNA (5 ng/ uL) 2.4 L 800 pg/uL
PCR Grade Water 7.8 uL
Cizelge 3.4. SNaPshot PCR Icerigi
Komponent Relacl)éli];on
SNaPshot Multiplex Ready Reaksiyon Miksi 5
PCR Uriini 3
Inner SNaPshot primerleri 1
PCR Grade Water 1

Cizelge 3.5. Kapiler Elektroforez Mix icerigi

10 puL

Komponent Reaksiyon
SNaPshot PCR Uriinii 2
L1Z size standard 2
Hi-Di formamide 6
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P. atlantica Genomu Kullanilarak Cinsiyet Spesifik Lokuslardan Primer Tasarumi ve Lokuslarin
Validasyonu

Cinsiyet spesifik olarak degerlendirilen bu bolgelerden Primer3 (Koressaar ve ark., 2008)
programi kullanilarak cinsiyet bolgesine spesifik 24 SCAR primerlerinin dizayn1 yapilmis ve en iyi
calisan segilerek, uygulanabilirligi kolay, ucuz olan agaroz jel yontemi ile cinsiyet spesifik bolgelerin
dogrulanmas1 amaciyla %100 disi ve erkek bireyleri ayiran markor gelistirilmistir. PCR
reaksiyonunun gerceklestigini kontrol etmek amaciyla aktin genini ¢ogaltan primerler de protokole

dahil edilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Pistacia atlantica’da kullanilan aktin primerlerinin sekansi

Primer Ad1 Primer Sekans (5’ -> 3°)
Actin-F GTATCCACGAGACCACCTACA
Actin-R GGAGCAACGACCTTGATCTTC

Gelistirilen primerin validasyonu i¢in dncelikle genetik kaynakta bulunan doérder adet disi
ve erkek genotipte yapilmis daha sonra yani toplamda 200 bitkide PCR iglemi yapilmistir. PCR
reaksiyonu 15ul hacimde yapilmistir. PCR reaksiyon ve dongii kosullar1 Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8.

’de verilmistir.

Cizelge 3. 7. PCR reaksiyonu icerigi

Komponent 15 pL Son
Reaksiyon | Konsantrasyon
Phire Reaksiyon Buffer (5x) 1.5 uL 1x
dNTP (2.5 mM) 1.2 uL 200 uM
Primer-F (5 uM) 0.9 uL 300 nM
Primer-R (5 uM) 0.9 uL 300 nM
Actin-F (5 uM) 0.3 uL 100 nM
Actin-R (5 uM) 0.3 uL 100 nM
Phire Hot Start 1| DNA Polymerase 0.3 uL 1rxn
DNA (5 ng/ pL) 2.4 uL 800 pg/pL
PCR Grade Water 7.2 uL
Cizelge 3. 8. PCR sicaklik ve dongii kosullar
Adim Asama Sl(cfg(;lk S(;lrl;; 1;;;1%111
1 On Denatiirasyon 98 180 1
Denatiirasyon 98 5
2| gl | % | B |
Uzama Safhasi 72 5
Son Uzama
3 Sathasi 72 60 !
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kalite Kontrolii ve Filtrelemesi

Sekans Orneklerine ait okumalarin kalite kontrolii ve filtrelemesi yapilmasi sonucunda
toplam okuma sayis1 96.3 ile 113.1 milyon, toplam baz sayis1 14.4 ile 16.9, ortalama kalite skoru
20’nin lizerinde olan baz sayis1 13.7 ile 16.7 Gb, ortalama kalite skoru 30’ nin iizerinde olan baz say1s1
12.7 ile 16 Gb arasinda ve her bir genotipten ortalama kalite skoru 20’nin tizerinde 25.3X ile 30.3X
arasinda bir yogunlukta DNA dizisi elde edilmistir (EK-1).

Tiim 6rneklere ait filtreleme 6ncesi ve sonrasindaki baz pozisyonlarina gore ortalama kalite

skor grafigi Sekil 4.1 de ve her sekansin kalite skor dagilim grafigi Sekil 4.2 de verilmistir.

FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Mean Quality Scores

Sekil 4.1. Okumalarin baz pozisyonlarina gore filtreleme oncesi (solda) ve sonrasi (sagda) ortalama
kalite grafigi

FastQC: Per Sequence Quality Scores FastQC: Per Sequence Quality Scores

Sekil 4.2. Okumalarin ortalama kalite skoruna gore filtreleme 6ncesi (solda) ve sonrasi (sagda)
ortalama kalite grafigi
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4.2. P.vera Genomuna Hizalanan Okumalarin Biyoinformatik Analiz Sonuclari
4.2.1. Siirt ¢esidi referans genomu kullanilarak elde edilen analiz sonuglar:
P. atlantica tiiriine ait 15 disi ve 15 erkek genotipten elde edilen DNA dizileri ayr1 ayri Siirt

ve Bagyolu ¢esidinin referans genomuna haritalanmstir.

Linux tabanh yazilimlardan elde edilen analiz sonuclar:
Metot boliimiinde belirtilen yazilimlar Linux ortaminda kullanilarak Siirt genomuna

haritalama, SNP, InDel ve SV analizleri yapilmistir.

Haritalama sonuclari

Herbir P. atlantica genotipine ait DNA dizileri Siirt genomuna haritalanmasi basariyla
tamamlanmigtir. Herbir genotipin DNA dizilerinin Siirt ¢esidi genomuna haritalanmasindan elde
edilen sonuglar Ek-2’de verilmistir. Haritalanan baz oran1 %96.35 ile %96.83 arasinda degismistir.
Boylece elde edilen sekanslarin ¢ok biliylik oram1 beklendigi gibi Siirt cesidi genomuna

haritalanmastir.

SNP lokuslarin belirlenmesi

Dizilerin genoma haritalanmasi tamamlandiktan sonra her bir P. atlantica genotipinde SNP
lokuslarmin belirlenmesi asamasina gegilmistir. Toplam 30 genotipten elde edilen sonuglar EK-3’te
verilmigtir. P. atlantica genotiplerinden elde edilen SNP sayis1 9,183,591 ile 9,997,144 arasinda
degismistir. Ayrica SNP lokuslar1 heterozigot ve homozigot olma durumlarina gore her bir genotip
icin hesaplanmistir. En az homozigot SNP lokusu 3,321,930 ve en yiiksek homozigot SNP lokusu
ise 5,477,269 olarak belirlenmistir. En az heterozigot SNP lokusu 4,248,792 ve en yiiksek homozigot
SNP lokusu ise 5,894,393 olarak belirlenmistir (Ek-4).

Kisa InDel lokuslarin belirlenmesi

Benzer sekilde genoma haritalanmasi tamamlandiktan sonra her bir P. atlantica genotipinde
kisa InDel lokuslart da tespit edilmistir. Tiim genotiplerden elde edilen sonuglar EK-3’de verilmistir.
P. atlantica genotiplerinden elde edilen kisa InDel sayilart 952,465 ile 1,054,782 arasinda
degismistir. Kisa InDel lokuslar1 uzunluklarina gore 1 ile 10 ve uzunluklar1 10°dan biiyiikk olan
InDel’lerin smiflandirilmasi yapilmis ve en fazla InDel sayisi bir baz degisimi ile ger¢eklesen

mutasyonlar olmustur (EK-5).

SV lokuslarin belirlenmesi

InDel lokuslar1 tespit edildikten sonra herbir P. atlantica genotipinde yapisal degisiklikler
belirlenmistir. Yapisal degisiklikler uzun silme, translokasyon, duplikasyon, inversiyon ve uzun
ekleme olarak smiflandirilmistir. P. atlantica genotiplerinde tiim yapisal degisikliklerin say1s1 38,520

ile 47,240 arasinda degismistir. Elde edilen sonuglar EK-3’de verilmistir.
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Digsi ve erkek cinsiyetlere spesifik lokuslarin belirlenmesi

P. atlantica referans Siirt genomuna yapilan haritalama sonucunda SNP, InDel ve SV
lokuslari tespit edilmistir. Toplam 15 adet disi ve 15 adet erkek genotipinden elde edilen SNP, InDel
ve SV lokuslarinda Disi ve Erkek genotiplerde karsilagtirma yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
disiye 6zgii SNP lokus sayis1 toplam 381,375 adet, InDel lokus sayis1 36,050 adet ve SV lokus sayist
ise 852 adet olarak belirlenmistir. Erkege 6zgli SNP lokus sayisi toplam 616,105 adet, InDel lokus
sayis1 63,203 adet ve SV lokus sayis1 ise 1,415 adet olarak tespit edilmistir. Toplam 15 adet disi ve
15 adet erkek genotipin karsilastirmasi sonucunda ortak olarak tespit edilen SNP sayis1 2,641,772
adet, InDel sayis1 210,019 adet ve 2,341 adet ise SV belirlenmistir. Elde edilen sonuglar EK-6’da

verilmistir.

Windows tabanli analizlerin sonuclari
Genotiplerinin haritalama sonuclart

Tez kapsaminda her bir P. atlantica tiiriine ait genotiplerden elde edilen DNA dizilerin Siirt
genomuna haritalanmasi CLC Genomic Workbench programinda tamamlanmistir. Her bir genotipin
DNA dizilerinin Siirt ¢esidi genomuna haritalanmasindan elde dilen sonuglar EK-7de verilmistir.

Haritalanan baz orani %98.49 ile %98.89 arasinda degismistir.

SNP lokuslarin belirlenmesi

Dizilerin genoma haritalanmasi tamamlandiktan sonra her bir P. atlantica genotipinde SNP
lokuslarmin belirlenmesi agamasina gegilmistir. Toplam 30 genotipten elde edilen sonuglar EK-8’de
verilmistir. Tiim genotiplerden elde edilen SNP sayis1 6,211,941 ile 7,178,346 arasinda degismistir.
Ayrica SNP lokuslart heterozigot ve homozigot olma durumlarina gore her bir genotip igin
hesaplanmigtir. En az homozigot SNP lokusu 3,354,120 ve en yiiksek homozigot SNP lokusu ise
5,148,819 olarak belirlenmistir. En az heterozigot SNP lokusu 1,876,925 adet ve en yiiksek
homozigot SNP lokusu ise 2,857,821 adet olarak belirlenmistir (Ek-9). Ayrica disi ve erkek
bireylerde baz degisim durumlarinin (A-C, A-G, A-T, C-A, C-G, C-T, G-A, G-C, G-T, T-A, T-C, T-
G) analizleri de yapilmugtir. Ornegin; disi genotiplerde G (Guanin) olma lokus erkek genotiplerde C
(Sitozin) olma durumu gibi baz degisimleri tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore ii¢ adet (Disi-
Erkek) A-G, bir adet C-T, bir adet G-A, iki adet G-C, iki adet G-T, ii¢ adet T-C, bir adet T-G ve bir
adet T-A baz degisimi olan toplam 14 adet SNP lokusu tespit edilmis ve cinsiyet kromozomu

iizerinde belirlenen baz degisimi T-A olarak belirlenmistir.

Kisa InDel lokuslarin belirlenmesi
Genotiplerin genoma haritalanmasi tamamlandiktan sonra her bir P. atlantica genotipinde
kisa InDel lokuslari da belirlenmistir. Tiim genotiplerden elde edilen sonuglar EK-8’de verilmistir.

Tiim genotiplerden elde edilen kisa InDel sayis1 740,771 ile 835,807 arasinda degismistir. Kisa InDel
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lokuslar1 uzunluklarina gore 1 ile 10 ve uzunluklar1 10°dan biiyiik olan InDel’lerin siniflandirilmasi
yapilmis ve en fazla InDel sayisi bir baz degisimi ile ger¢eklesen varyantlarda gergeklesmistir (Ek-
10).

Uzun indel lokuslarin belirlenmesi
P. atlantica genotiplerinde kisa InDel lokuslari ile birlikte her bir genotipte uzun InDel’ler de
tespit edilmistir. Tiim genotiplerden elde edilen sonuglar Ek-8’de verilmistir. Tiim P. atlantica

genotiplerinde elde edilen uzun InDel say1s1 8,178 ile 10,154 arasinda degismistir.

MNYV lokuslarin belirlenmesi

P. atlantica genotiplerinde kisa ve uzun InDel’lere ek olarak ¢oklu niikleotit degisiklikleri
(Multi-nucleotide variants, MNV) de tespit edilmistir. Tiim genotiplerden elde edilen MNV sayisi
330,340 ile 404,568 arasinda degismistir (EK-8).

SV lokuslarin belirlenmesi

SNP, InDel ve MNV lokuslari CLC programinda tespit edildikten sonra her bir P. atlantica
genotipinde yapisal degisiklikler tespit edilmistir. Yapisal degisiklikler CLC yaziliminda; uzun
silme, duplikasyon, inversiyon, uzun ekleme, degistirme ve kompleks olmak {izere alt1 farkl
kategoride siniflandirilmigtir.  Elde edilen tiim yapisal degisiklikler toplam olarak
degerlendirildiginde 15,056 ile 18,467 arasinda degismistir. Elde edilen sonuglar EK-8’de

verilmistir.

Disi ve erkek cinsiyetlere spesifik lokuslarin belirlenmesi

P. atlantica referans Siirt genomuna yapilan haritalama sonucunda SNP, InDel ve SV
lokuslari tespit edilmistir. Toplam 15 adet disi ve 15 adet erkek genotipinden elde edilen SNP, kisa
ve uzun InDel ve SV lokuslarinda karsilagtirmas1 yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore; disiye 6zgii
SNP lokusu sayis1 toplam 264,081 adet, kisa InDel lokus sayis1 39,152 adet, uzun InDel say1s1 144
adet ve SV lokusu sayist 82 adet olarak tespit edilmistir. Erkege 6zgii SNP sayis1 toplam 561,240
adet, kisa InDel sayis1 85,088 adet, uzun InDel sayis1 236 adet ve SV lokusu sayisi ise 123 adet olarak

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Ek-6’da verilmistir.

Linux ve Windows tabanl analizlerin karsilastirilmast

P. atlantica tiiriine ait olan genotiplerin SNP, InDel ve SV lokuslar1 Linux tabanli GATK
programu ile tespit edilmistir. Benzer sekilde her bir genotip Windows tabanli olan CLC Genomic
Workbench programu ile de yapilmistir. Bu tezde her iki platform kullanilarak cinsiyet lokuslar1 ve
mekanizmasi hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak hedeflenmisti. Bu sebeple her iki programdan

elde edilen lokuslar karsilastirilmis cinsiyet ayirtmaksizin sadece GATK programinda belirlenebilen,
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CLC programinda tespit edilemeyen lokus sayilar1 ve sadece CLC programinda belirlenebilen,
GATK programinda tespit edilemeyen lokus sayilari hesaplanmig ve Ek-11"de elde edilen bulgular
verilmigtir. Sadece GATK programinda belirlenen SNP sayist 2,385,719 iken sadece CLC
programinda belirlenen SNP sayisi1 335,492 olarak bulunmustur. Her iki platformda ortak olarak
belirlenen SNP sayis1 ise 3,895,303 olarak bulunmustur. Sadece GATK programinda belirlenen
InDel sayis1 187,309 iken, sadece CLC programinda belirlenen InDel sayist 216,676 olarak
bulunmustur. Her iki platformda ortak olarak belirlenen InDel sayist ise 331,982 olarak
hesaplanmigtir. Sadece GATK programinda belirlenen SV sayis1 6,940 iken sadece CLC
programinda belirlenen SV sayisi 466 olarak bulunmustur. Her iki platformda ortak olarak

belirlenen SV sayisi ise 11 adet olarak tespit edilmistir.

4.2.2. Bagyolu Cesidi Referans Genomu Kullanilarak Elde Edilen Analiz Sonug¢lari
P. atlantica tiirtine ait 15 disi ve 15 erkek genotipten elde edilen DNA dizileri ayri ayri

Bagyolu antepfistig1 ¢esidinin referans genomuna haritalanmistir.

Linux tabanh yazilimlardan elde edilen analiz sonuglar
Tez ¢alismasinda Linux ortaminda kullanilarak Bagyolu genomuna haritalama, SNP, InDel ve

SV analizleri yapilmustir.

Haritalama sonuclart

Tez ¢aligmasi kapsaminda her bir P. atlantica genotipine ait DNA dizileri Bagyolu genomuna
haritalanmasi1 basartyla tamamlanmistir. Her bir genotipin DNA dizilerinin Bagyolu c¢esidi
genomuna haritalanmasindan elde dilen sonuglar Ek-12’de verilmistir. Haritalanan baz orani %96.62
ile %97.10 arasinda degismistir. Boylece elde edilen sekanslarin ¢ok biiyiik oran1 beklendigi gibi

Siirt ¢esidi genomuna haritalanmistir.

SNP lokuslarin belirlenmesi

Dizilerin genoma haritalanmasi tamamlandiktan sonra herbir P. atlantica genotipinde SNP
lokuslariin belirlenmesi asamasina geg¢ilmistir. Toplam 30 genotipten elde edilen sonuglar Ek-13"te
verilmigtir. P. atlantica genotiplerinden elde edilen SNP sayis1 6,884,596 ile 7,984,896 arasinda
degismistir. Ayrica SNP lokuslar1 heterozigot ve homozigot olma durumlarina gore her bir genotip
icin hesaplanmistir. En az homozigot SNP lokusu 1,889,105 ve en yiiksek homozigot SNP lokusu
ise 3,922,857 olarak belirlenmistir. En az heterozigot SNP lokusu 4,248,792 ve en yiiksek homozigot
SNP lokusu ise 5,011,557 olarak belirlenmistir (Ek-14).

23



Kisa InDel lokuslarin belirlenmesi

Benzer sekilde genoma haritalanmasi tamamlandiktan sonra her bir P. atlantica genotipinde
kisa InDel lokuslari da tespit edilmistir. Tiim genotiplerden elde edilen sonuglar EK-13te verilmistir.
P. atlantica genotiplerinden elde edilen kisa InDel sayilar1 851,716 ile 950,647 arasinda degismistir.
Kisa InDel lokuslari uzunluklarina gore 1 ile 10 ve uzunluklar1 10’dan biiyiik olan InDel’lerin
siniflandirilmasi yapilmig ve en fazla InDel sayis1 bir baz degisimi ile gergeklesen mutasyonlar

olmustur (Ek-15).

SV Lokuslarin Belirlenmesi

InDel lokuslari tespit edildikten sonra herbir P. atlantica genotipinde yapisal degisiklikler
belirlenmistir. Yapisal degisiklikler uzun silme, translokasyon, duplikasyon, inversiyon ve uzun
ekleme olarak siiflandirilmigtir. P. atlantica genotiplerinde tiim yapisal degisikliklerin sayisi 30,668

ile 40,681 arasinda degismistir. Elde edilen sonuglar EK-13’de verilmistir.

Digi ve erkek cinsiyetlere spesifik lokuslarin belirlenmesi

P. atlantica referans Bagyolu genomuna yapilan haritalama sonucunda SNP, InDel ve SV
lokuslar tespit edilmistir. Toplam 15 adet disi ve 15 adet erkek genotipinden elde edilen SNP, InDel
ve SV lokuslarinda Disi ve Erkek genotiplerde karsilagtirma yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
disiye 6zgili SNP lokus sayis1 toplam 321,995 adet, InDel lokus sayis1 32,513 adet ve SV lokus sayist
ise 486 adet olarak belirlenmistir. Erkege 6zgli SNP lokus sayis1 toplam 517,703 adet, InDel lokus
sayis1 56,341 adet ve SV lokus sayis1 ise 785 adet olarak tespit edilmistir. Toplam 15 adet disi ve 15
adet erkek genotipin karsilastirmasi sonucunda ortak olarak tespit edilen SNP sayis1 1,431,579 adet,
InDel sayist 151,030 adet ve 1,037 adet ise SV belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Ek-16’da

verilmistir.

Windows tabanli analizlerin sonuclari
Haritalama sonuclari

Herbir P. atlantica tiiriine ait genotiplerden elde edilen DNA dizilerin Bagyolu genomuna
haritalanmas1 CLC Genomic Workbench programinda tamamlanmistir. Her bir genotipin DNA
dizilerinin Siirt ¢esidi genomuna haritalanmasindan elde dilen sonuglar Ek-17’de verilmistir.

Haritalanan baz orani1 %98.45 ile %98.78 arasinda degismistir.

SNP lokuslarin belirlenmesi

Dizilerin genoma haritalanmasi tamamlandiktan sonra her bir P. atlantica genotipinde SNP
lokuslarinin belirlenmesi agamasina gegilmistir. Toplam 30 genotipten elde edilen sonuglar Ek-18’de
verilmistir. Tiim genotiplerden elde edilen SNP sayis1 4,342,400 ile 5,548,428 arasinda degigmistir.

Ayrica SNP lokuslar1t heterozigot ve homozigot olma durumlarina goére her bir genotip igin
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hesaplanmigtir. En az homozigot SNP lokusu 1,976,193 ve en yiliksek homozigot SNP lokusu ise
3,718,827 olarak belirlenmistir. En az heterozigot SNP lokusu 1,728,482 adet ve en yiiksek
heterozigot SNP lokusu ise 2,366,207 adet olarak belirlenmistir (Ek-19). Ayrica disi ve erkek
bireylerde baz degisim durumlariin (A-C, A-G, A-T, C-A, C-G, C-T, G-A, G-C, G-T, T-A, T-C, T-
G) analizleri de yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore (Disi-Erkek) A-C, A-G ve T-C baz degisimi
olan toplam ti¢c adet SNP lokusu tespit edilmistir.

Kisa InDel lokuslarin belirlenmesi

Genotiplerin genoma haritalanmasi tamamlandiktan sonra her bir P. atlantica genotipinde
kisa InDel lokuslar1 da belirlenmistir. Tiim genotiplerden elde edilen sonuglar Ek-18’de verilmistir.
Tiim genotiplerden elde edilen kisa InDel sayis1 660,149 ile 744,881 arasinda degismistir. Kisa
InDel lokuslar1 uzunluklarma gore 1 ile 10 ve uzunluklar1 10°dan biiyiikk olan InDel’lerin
siiflandirilmasi yapilmig ve en fazla InDel sayis1 bir baz degisimi ile gerceklesen varyantlarda

gerceklesmistir (EK-20).

Uzun InDel lokuslarin belirlenmesi
P. atlantica genotiplerinde kisa InDel lokuslari ile birlikte her bir genotipte uzun InDel’ler de
tespit edilmistir. Tim genotiplerden elde edilen sonuglar Ek-18’de verilmistir. Tiim P. atlantica

genotiplerinde elde edilen uzun InDel sayis1 7,755 ile 10,656 arasinda degismistir.

MNYV lokuslarin belirlenmesi

P. atlantica genotiplerinde kisa ve uzun InDel’lere ek olarak ¢oklu niikleotit degisiklikleri
(Multi-nucleotide variants, MNV) de tespit edilmistir. Tiim genotiplerden elde edilen MNV sayisi
210,205 ile 282,909 arasinda degismistir (Ek-18).

SV lokuslarin belirlenmesi

SNP, InDel ve MNV lokuslari CLC programinda tespit edildikten sonra her bir P. atlantica
genotipinde yapisal degisiklikler tespit edilmistir. Yapisal degisiklikler CLC yaziliminda; uzun
silme, duplikasyon, inversiyon, uzun ekleme, degistirme ve kompleks olmak {izere alti farkl
kategoride siniflandirilmistir.  Elde edilen tim yapisal degisiklikler toplam olarak
degerlendirildiginde 13,754 ile 18,923 arasinda degismistir. Elde edilen sonuglar EK-18’de

verilmistir.

Disi ve Erkek Cinsiyetlere Spesifik Lokuslarin Belirlenmesi
P. atlantica referans Bagyolu genomuna yapilan haritalama sonucunda SNP, InDel ve SV
lokuslar tespit edilmistir. Toplam 15 adet disi ve 15 adet erkek genotipinden elde edilen SNP, kisa

ve uzun InDel ve SV lokuslarinda karsilagtirmas1 yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore; disiye 6zgii

25



SNP lokusu sayis1 toplam 199,719 adet, kisa InDel lokus sayis1 31,428 adet, uzun InDel sayis1 107
adet ve SV lokusu sayist 65 adet olarak tespit edilmistir. Erkege 6zgii SNP sayis1 toplam 397,040
adet, kisa InDel say1s1 62,711 adet, uzun InDel sayis1 164 adet ve SV lokusu sayist ise 110 adet olarak
belirlenmistir. Toplam 15 adet disi ve 15 adet erkek genotipin karsilastirmasi sonucunda ortak olarak
tespit edilen SNP sayis1 809,321 adet, kisa InDel sayis1 131,723 adet, uzun InDel sayis1 99 adet ve
SV sayis1 99 adet olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar EK-16"da verilmistir.

Linux ve Windows tabanli analizlerin karsilastirilmast

P. atlantica tiiriine ait olan genotiplerin SNP, InDel ve SV lokuslar tespiti Linux tabanli
GATK programinda ve windows tabanli olan CLC Genomic Workbench programinda yapilmistir.
Her iki programdan elde edilen lokuslar karsilagtirilmis cinsiyet ayirtmaksizin sadece GATK
programinda belirlenebilen, CLC programinda tespit edilemeyen lokus sayilart ve sadece CLC
programinda belirlenebilen, GATK programinda tespit edilemeyen lokus sayilari hesaplanmis ve
Ek-21’de elde edilen bulgular verilmistir. Sadece GATK programinda belirlenen SNP sayisi
1,644,014 iken, sadece CLC programinda belirlenen SNP sayis1 156,561 olarak bulunmustur. Her
iki platformda ortak olarak belirlenen SNP sayisi ise 2,058,841 olarak bulunmustur. Sadece GATK
programinda belirlenen InDel sayis1 146,882 iken sadece CLC programinda belirlenen InDel say1s1
113,554 olarak bulunmustur. Her iki platformda ortak olarak belirlenen InDel sayis1 ise 244,029
olarak bulunmustur. Sadece GATK programinda belirlenen SV sayis1 3,342 iken sadece CLC
programinda belirlenen SV sayisi 370 olarak bulunmustur. Her iki platformda ortak olarak

belirlenen SV sayisi ise 3 adet olarak tespit edilmistir.

4.2.3. Linux Isletim Sisteminde Elde Edilen Verilerin Genom Anotasyon Sonuglari

Elde edilen SNP, InDel ve yapisal degisikliklerin (SV’lerin) Siirt ve Bagyolu genomlarindaki
anotasyonlar1 yapilmigtir. SNP, InDel ve yapisal degisikliklerin anotasyonlar1t UTRS, UTR3,
UTR5;UTR3, ekzonik, splicing, upstream, downstream, upstream;downstream, intronic, intergenik,
NcRNA_ekzonik ve digerleri olarak siniflandirilmistir. Kodlanan bolgede olan SNP’ler ayrica amino
asit dizisini degistirme durumuna gore nonsynonymous ve synonymous olarak siniflandirilmistir.
InDel’lerin gen bolgelerindeki anotasyonlar1 ayrica c¢erceve kaymasina gore frameshift ve non-
frameshift olarak siniflandirilmigtir. SNP ve InDel’ler ayrica stop kodon ekleme ¢ikarma durumuna

gore (stop gain/stop loss) de degerlendirilmistir.

Siirt Genomu Anotasyon Sonuglart

SNP’ler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilari 7,106,244 ile
7,822,086 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bdolgeleri izlemistir.
Intron boélgelerinde say1 genotipe gore degismek lizere 808,253 ile 866,101 arasinda degisim
gostermigtir. Ekzon bolgelerindeki SNP sayilart ise 325,332 ile 350,185 arasinda degismistir (EK-
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22). Ekzon bolgelerindeki nonsynonymous SNP’ler synonymous SNP’lere gore daha fazla sayida
bulunmustur. Ayrica ekzon bolgelerindeki SNP’lerde stop kodon ekleme (stopgain), ¢ikarma
(stoploss) durumuna gére daha fazla bulunmustur (Ek-23).

InDel’ler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilar1 639,833 ile
707,232 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bélgeleri izlemistir.
Intron bolgelerinde ise say1 130,709 ile 142,958 arasinda degisim gostermistir. Ekzon bolgelerindeki
InDel sayilari1 genotipten genotipe degismek tizere 16,261 ile 17,779 arasinda degismistir (Ek-24).
Ekzon bolgelerindeki InDel’lerin siniflandirilmasinda ise ¢ergeve kaymasi ekleme ve silinmelerden
daha fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica ekzon bolgelerindeki InDel’lerde stop kodon ekleme
(stopgain), ¢ikarma (stoploss) durumuna gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Ek-25).

Yapisal degisiklikler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilari
19,040 ile 22,558 arasinda degismistir. Bunu ekzon ve intron bolgeleri izlemistir. Ekzon
bolgelerindeki yapisal degisiklik sayisi genotipten genotipe degismek tizere 7,345 ile 9,425 arasinda
degismistir. Intron bolgelerinde ise 3,227 ile 3,976 arasinda degisim gostermistir (Ek-26).

Bagyolu Genomu Anotasyon Sonuclart

SNP’ler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilart 5,000,559 ile
5,811,647 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bdlgeleri
izlemigtir. Intron bolgelerinde ise 741,795 ile 861,851 arasinda degisim gOstermistir. Ekzon
bolgelerindeki SNP sayilart genotipten genotipe degismek 320,103 ile 375,284 arasinda degismistir
(Ek-27). Ekzon bolgelerindeki nonsynonymous SNP’ler synonymous SNP’lere gore daha fazla
sayida bulunmustur. Ayrica ekzon bolgelerindeki SNP’lerde stop kodon ekleme (stopgain), ¢ikarma
(stoploss) durumuna goére daha fazla bulunmustur (Ek-28).

InDel’ler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilar1 554,741 ile
616,796 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bolgeleri
izlemistir. Intron bolgelerinde ise 122,635 ile 136,539 arasinda degisim goOstermistir. Ekzon
bolgelerindeki InDel sayilar1 genotipten genotipe degismek iizere 20,084 ile 22,719 arasinda
degismistir (Ek-29). Ekzon bolgelerindeki InDel’lerin siniflandirilmasinda ise gergeve kaymasi
ekleme ve silinmeler daha fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica ekzon bolgelerindeki InDel’lerde stop
kodon ekleme (stopgain), ¢ikarma (stoploss) durumuna gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Ek-
30).

Yapisal degisiklikler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilar
11,818 ile 15,400 arasinda degismistir. Bunu ekzon ve intron bélgeleri izlemistir. Ekzon
bolgelerindeki yapisal farklilik genotipten genotipe degismek tizere 10,277 ile 13,984 arasinda
degismistir. Intron bolgelerinde ise 2,264 ile 2,946 arasinda degisim gostermistir (Ek-31).
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4.2.4 Windows Isletim Sisteminde Elde Edilen Verilerin Genom Anotasyon Sonuclari
Siirt Genomu Anotasyon Sonuglart

SNP’ler en fazla intergenik bélgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilar1 4,573,187 ile
5,366,038 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bolgeleri izlemistir.
Intron bolgelerinde say1 genotipe gore degismek iizere 631,128 ile 709,085 arasinda degisim
gostermistir. Ekzon bolgelerindeki SNP sayilari ise 243,514 ile 271,264 arasinda degismistir (EKk-
32). Ekzon bolgelerindeki non-synonymous SNP’ler synonymous SNP’lere gore daha fazla sayida
bulunmustur. Ayrica ekzon bolgelerindeki SNP’lerde stop kodon ekleme (stopgain), ¢ikarma
(stoploss) durumuna goére daha fazla bulunmustur (Ek-33).

Kisa InDel’ler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilari
721,497 ile 842,999 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bolgeleri
izlemistir. intron bolgelerinde ise say1 138,027 ile 155,452 arasinda degisim gdstermistir. Ekzon
bolgelerindeki kisa InDel sayilar1 genotipten genotipe degismek tlizere 17,723 ile 20,402 arasinda
degismistir (Ek-34). Ekzon bélgelerindeki kisa InDel’lerin siiflandirilmasinda ise gergeve kaymasi
olmayan MNV’ler digerlerinden daha fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica ekzon bdlgelerindeki kisa
InDel’lerde stop kodon ekleme (stopgain), ¢cikarma (stoploss) durumuna gore daha fazla oldugu
belirlenmistir (Ek-35).

Uzun InDel’ler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilari 4,497
ile 5,683 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bolgeleri izlemistir.
Intron bolgelerinde ise say1 1,920 ile 2,431 arasinda degisim gostermistir. Ekzon bélgelerindeki uzun
InDel sayilart genotipten genotipe degismek tlizere 314 ile 388 arasinda degismistir (Ek-36). Ekzon
bolgelerindeki uzun InDel’lerin siniflandirilmasinda ise ¢ergeve kaymasi silinmeler gergeve kaymasi
eklemeden daha fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica ekzon bélgelerindeki uzun InDel’lerde stop
kodon ekleme), ¢ikarma durumuna gore daha fazla oldugu belirlenmistir (EK-37).

Yapisal degisiklikler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilar
3,560 ile 4,458 arasinda degismistir. Bunu intron ve ekzon bolgeleri izlemistir. Intron bolgelerinde
ise 1,618 ile 1,963 arasinda degisim gostermistir. Ekzon bolgelerindeki yapisal degisiklik sayisi
genotipten genotipe degismek tizere 185 ile 221 arasinda degismistir (Ek-38).

Bagyolu Genomu Anotasyon Sonuclart

SNP’ler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilari 3,016,835 ile
3,888,024 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bolgeleri izlemistir.
Intron bolgelerinde ise 515,441 ile 643,544 arasinda degisim gostermistir. Ekzon bolgelerindeki SNP
sayilar1 genotipten genotipe farklilik gostererek 214,305 ile 268,748 arasinda degismistir (Ek-39).
Ekzon bolgelerindeki non-synonymous SNP’ler synonymous SNP’lere gore daha fazla sayida
bulunmustur. Ayrica ekzon bélgelerindeki SNP’lerde stop kodon ekleme), ¢ikarma durumuna goére

daha fazla bulunmustur (Ek-40).
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Kisa InDel’ler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilari
570,259 ile 670,779 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bdlgeleri
izlemistir. Intron bolgelerinde ise say1 121,179 ile 141,536 arasinda degisim gostermistir. Ekzon
bolgelerindeki kisa InDel sayilar1 genotipten genotipe farklilik gostererek 19,947 ile 24,630 arasinda
degismistir (Ek-41). Ekzon bolgelerindeki kisa InDel’lerin siniflandirilmasinda ise gergeve kaymasi
olmayan MNV’ler digerlerinden daha fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica ekzon bolgelerindeki kisa
InDel’lerde stop kodon ekleme ¢ikarma durumuna goére daha fazla oldugu belirlenmistir (Ek-42).

Uzun InDel’ler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gére sayilar 4,175
ile 6,166 arasinda degismistir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bolgeleri izlemistir.
Intron bolgelerinde ise say1 1,767 ile 2,185 arasinda degisim gostermistir. Ekzon bolgelerindeki uzun
InDel sayilar1 genotipten genotipe degismek tizere 283 ile 404 arasinda degismistir (Ek-43). Ekzon
bolgelerindeki uzun InDel’lerin smiflandirilmasinda ise gerceve kaymasi silinmeler ve cergeve
kaymasi olmayan silinmeler digerlerinden daha fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica ekzon
bolgelerindeki uzun InDel’lerde stop kodon ekleme ¢ikarma durumuna gore daha fazla oldugu
belirlenmistir (Ek-44).

Yapisal degisiklikler en fazla intergenik bolgelerde belirlenmistir. Genotiplere gore sayilari
3,072 ile 4,579 arasinda degismistir. Bunu intron ve ekzon bolgeleri izlemistir. Intron bdlgelerinde
ise 1,293 ile 1,652 arasinda degisim gostermistir. Ekzon bolgelerindeki yapisal degisiklik sayisi
genotipten genotipe farklilik gostererek 154 ile 242 arasinda degismistir (EK-45).

4.3. P. atlantica Tiiriinde Cinsiyet ile Baglantili Lokuslarin Validasyonu

Cinsiyetle iligkili olan 28 SNP bolgesinden SNaPshot analizinde kullanmak {izere primer
tasarimi BatchPrimer 3 programu ile yapilmistir. Sentezi yapilan ileri ve geri primerler tiir
igerisindeki 4 adet disi ve 4 adet erkek genotipte dogrulamasi yapilmistir. Dogrulama sonucunda test
edilen toplam 10 adet SNP lokusundan 4 adet cinsiyet lokusu aday olarak belirlenmistir. Aday

lokuslara ait disi ve erkek bireylerin elektroferogram goriintiisii Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. P. atlantica tiiriinde dogrulamasi yapilan aday lokuslarin elektroferogram goriintiisii

4.4. P. atlantica Genomuna Hizalanan Okumalarin Biyoinformatik Analiz Sonuclar:
Hizalama sonucunda hizalanan okuma sayis1 94.949.258 ile 11.593.041, hizalanan okuma

orani %98.3 ile %99.2, haritalama skoru 20’den yiiksek okuma sayis1 77.535.708 ile 93.643.745,

haritalama skoru 20’den yiiksek okuma oran1 %80.5 ile %83.5 arasinda degismistir (Ek-46).

4.4.1 Disi Spesifik Lokuslarin Belirlenmesi

P. atlantica tiiriine ait 15 disi ve 15 erkek genotipine ait sekans dizileri P. atlantica
genomuna hizalanmis ve genom boyunca okuma derinlik degerleri elde edilmistir. Python (Rossum
ve ark., 2009) programlama dili kullanilarak yazilan bir script ile okuma derinlik degerleri 2000
bazlik araliklarla her bir birey icin toplanmis ve toplam okuma sayisina gore normalize edilmistir.
Normalize edilen degerler R (R Core Team, 2021) ortaminda yazilmis diger bir script ile cinsiyet
kromozomu olarak tanimlanan Pa_14.1 ve Pa_14.2 i¢in gorsellestirilmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
Disi ve erkek okuma derinlik (2000 bazlik araliklarla toplanmis) degerleri her bir cinsiyete ait
bireyler i¢in toplanmis ve toplam okuma derinlik i¢inde oranlanmigtir. Bu oranlar iginde disilere ait
0.9 (F/(F+M)) tizerinde 201 lokus belirlenmis ve bu lokuslarin hepsinin P. atlantica genomunda
kromozom 14.2°de oldugu tespit edilmistir (Ek-47). Disi spesifik olarak belirlenen bir lokusun IGV
goriintiisii Sekil 4.6’da gosterilmistir. Erkek bireylerin ise 0.9 (M/(F+M)) iizerinde lokus
bulunamamugtir.

Cinsiyet spesifik olarak belirlenen bu lokuslarin baslangi¢ ve bitis pozisyonlar1 kullanilarak
Python programlama dili ile yazilan bir script ile FASTA dosya formatinda toplanmis ve cinsiyet

spesifik lokuslar olarak saklanmistir.
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Sekil 4.4. P. atlantica genomuna align edilmis okumalarin kromozom 14.1° deki okuma derinlik
oran(F/(F+M)) grafigi
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Sekil 4.5. P. atlantica genomuna align edilmis okumalarin kromozom 14.2” deki okuma derinlik
oran(F/(F+M)) grafigi
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Sekil 4.6. P. atlantica tiiriine ait 6rnek disi spesifik bir bélgenin IGV goriintiisii (*Disi bireylere
ait okuma derinlik grafigi kirmizi, erkek bireylere ait okuma derinlik grafigi ise mavi ile
gosterilmistir)
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4.4.2 Disi Spesifik Lokuslarinin Validasyonu

P. atlantica tiirinde toplamda cinsiyetle iligkili bolgelerden 24 SCAR primeri tasarlanmig
ve On taramada 4 disi 4 erkek bireyde en iyi ve en dogru ¢alisan primer belirlenmistir. En iyi ¢alisan
primer ¢ifti kullanilarak 100 disi ve 100 erkek bireyde dogrulanmis ve 24 disi, 22 erkek bireyde
yapilan PCR sonucunda agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 4.9’da verilmistir. Primerler tasarlanirken
disi spesifik bolgelerin ¢ogaltilmasi hedeflendigi icin reaksiyonun calistiginin kontrol edilmesi
amaciyla aktin genine ait bolgeyi ¢ogaltan primer (Cizelge 3.6) de reaksiyona dahil edilmistir. Sekil
4.7°de jel goriintiisiinde de goriildiigi gibi =450 bp uzunlugunda sadece disi bireylerde goriilen bant
tespit edilmistir.

Disi Genotipler Erkek Genotipler

=
=

:"--—------------‘-.......
-

N rreeppeppsp—————— R T DL B L DL DD DDl D L L
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Sekil 4.7. P. atlantica tiiriinde 24 Disi ve 22 Erkek bireye ait 6rneklerin cinsiyet markoriiniin agaroz
jel goriintiisii

4.4.3 Anotasyon Sonuglari

P. atlantica tiirtinde yapilan anotasyon sonucunda disi spesifik olarak 209 lokusun 37 gen
bolgesinde oldugu tespit edilmistir (Ek-47). Bu genlerin 16 tanesi Plant Reactome iizerinde belli
yolaklar iizerinde tanimlanmistir (Cizelge 4.1).

GO anotasyonu sonucunda; 26 tanesi hizalanmis, haritalanmig ve anote edilebilmis, 1 tanesi
hizalanmig ve haritalanmig, 9 tanesi hizalanmis ve 1 tanesi tanimlanamamistir (EKk-48). InterPro
anotasyonu sonucunda; 26 tanesi tanimlanmis ve 7 tanesi tanimlanamamistir (EK-49). EQgNOG
anotasyonu sonucunda; 21 tanesinin KEGG anotasyonlari tanimlanmig, 16 tanesinin KEGG
anotasyonu tanimlanamamis (Ek-50), anotasyonlar1 yapilan proteinlerden ise 10 tanesinin gen adi
ve EggNOG tanimlamasi yapilabilmistir (Cizelge 4.2).

Plant Reactome Pathway’lerinde belirlenen genlerin en fazla Oryza sativa tiiriindeki “Flower

Development” yolaginda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Plant Reactome anotasyon sonuglari

Yolak Yolak ID Tiir Sekans
Arsenic uptake and detoxification R-CCP-9618218 | Corchorus capsularis 1
Citrulline biosynthesis R-FVE-1119495 | Fragaria vesca 1
Photorespiration R-VAN-1119312 | Vigna angularis 4
Short day regulated expression of florigens | R-ZJA-8934108 | Zoysia japonica 1
Proline biosynthesis | R-FVE-1119631 | Fragaria vesca 1
Flower development R-OSA-9609102 | Oryza sativa 8
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Cigek gelisiminde tanimlanan bu yolaktaki genlerin tamaminin SPW1(Sinonim/Homolog:
APETALA3(AP3), SUPERWOMAN1, OsMADS16) geni ile benzer oldugu bulunmustur (Sekil
4.8).Bu genin piring bitkisinde ¢igek olusum asamasinda anter ve lodikiil gelisiminde rol oynadig:
Nagasawa ve ark. (2003) tarafindan belirlenmis ve bu gende meydaha gelen mutasyonun anter ve

lodikiillerin olusmasi yerine, karpel ve palea-benzeri organ olusuma sebep verdigini bildirmigtir.

£ e Flower development

< |«
o0

LI}

Sekil 4.8. OmicsBox Programinda P. atlantica Anotasyonu i¢in yapilmig pathway analizinde
Flower development yolagi i¢in Plant Reactome Veritaban1 Sonugclari

EggNOG anotasyonu sonucunda Arabidopsis thaliana tiriinde tanimlanan genler
incelendiginde en fazla anote edilen gen ve tanimlamanin “Floral homeotic protein” tanim1 altinda

SPW1 homolugu AP3 (APETALA 3), ve TM6 genleri i¢in yapilmustir (Cizelge 4. 2).

Cizelge 4.2. EggNOG ile belirlenen gen ve agiklamalari

Protein ID Gen Ad1 | EggNOG Tanimlamasi
KAJ0077418.1 AP3 Floral homeotic protein
KAJ0077417.1 AP3 Floral homeotic protein
KAJ0076507.1 AP3 Floral homeotic protein
KAJ0076510.1 TM6 Floral homeotic protein
KAJ0076509.1 AP3 Floral homeotic protein
KAJ0076503.1 AP3 Floral homeotic protein
KAJ0077455.1 TM6 Floral homeotic protein
KAJ0077454.1 AP3 Floral homeotic protein
KAJ0077461.1 AP3 Floral homeotic protein
KAJ0076950.1 WDR3 WDA40 repeats
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PISTILLATA ve APETALA3 (PI/AP3) genleri, stamenlerin (sinif-B MADS-box genleri)
olusumu i¢in gerekli olan bir ¢ift MADS-box genidir ve eksprese edildikleri yerde karpeller olusmaz.
Bu nedenle, PI/AP3'in yapisal asir1 ekspresyonunun, erkek kavaklarda goriildiigii gibi, yalnizca disi
ciceklerde exprese olmasi beklenmektedir (Cronk ve ark., 2020). Disi ¢igek olusumda etkili faktor
ARR17 geni bu nedenle, PI/AP3'liin ifadesini lokal olarak bloke etmek, stamenlerin gelisimini
engellemek ve (disi ¢igeklerde oldugu gibi) karpellerin olusmasina izin vermek olabilir. Jack ve ark.
(1992) AP3 geninin homeotik mustasyonu durumunda petallerin sepallere ve anterlerin karpellere
doniistiigiinii bildirmistir. Benzer sekilde Cao ve ark. (2019) domates bitkisinde TM6 geninin anter
gelisiminde rol oynadigini ve domateste erkek kisirliga sebep oldugunu bildirmistir. Diger bir
caligmada, cilek tiirliinde TM6 geninin stamen ve petal organlarinda daha cok ekspre oldugu tespit
edilmistir. Quinet ve ark. (2014) domates bitkisinde AP3 geninin bir ortologunun antersiz ¢igek
gelisimine neden oldugunu gdstermislerdir.

Bu anotasyon sonugclar1 degerlendirildiginde P. atlantica’ da disi spesifik bolgelerde SPW1,
AP3 ve TM6 genlerinin homologu homeotik bir gen yada genler tarafindan cinsiyet mekanizmasimin

olustugu diistintilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yeni nesil sekanslama teknolojisindeki son yillardaki ilerlemeler kisa siirede yiiksek oranda
veri elde edilmesini saglamaktadir. Ayrica sekanslama birim fiyatlar1 her gegen giin ucuzlamaktadir.
Bu teknoloji ile genomu yiiksek oranda kapsayacak sekilde sekanslama yapilabilmektedir. Bu sayede
genom boyunca bulunan farkliliklar (SNP, indel, Structure varyant) yiiksek dogrulukla tespit
edilebilmektedir. Bu ¢alisma ile yeni nesil sekanslama ile tilkemizde yaygin olarak yetisen Pistacia
tirlerinde cinsiyet ile baglantili DNA markorlerinin  gelistirilmesi ve cinsiyet kromozom
mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmigtir.

Bu amagla elde edilen sonuclar agagida 6zetlenmistir.

1. Bu ¢aligma kapsaminda resequencing yaklasimu ile nesil sekanslama cihazinda PE150 (¢ift
yonlii), adaptorler, kisa diziler sonra 13.7 Gb ile 16.7 Gb arasinda her bir genotipten temiz DNA
dizisi elde edilmistir. P. vera ve P. atlantica genom biiyiikliiklerinin sirasiyla 600Mb ve 530 Mb
civarinda olarak hesaplandiginda, her bir genotipten 25X ile 30X arasinda bir yogunlukta DNA dizisi
elde edilmistir.

2. P. vera genomu kullanilarak Linux tabanli yazilimlar kullanildiginda; P. atlantica tiiriine
ait disi ve erkek genotiplerine ait resequencing dizileri Siirt genomuna haritalandiginda haritalanan
baz orant %96.35 ile %96.83 arasinda degismistir. Ayrica bulunan SNP sayis1 9,183,591 ile
9,997,144 arasinda, kisa InDel sayilar1 ise 952,465 ile 1,054,782 arasinda, yapisal degisikliklerin
sayist 38,520 ile 47,240 arasinda ve tim yapisal degisikliklerin sayist 30,668 ile 40,681 arasinda
degismistir.

3. P. vera genomu kullanilarak Linux tabanli yazilimlar kullanildiginda; P. atlantica tiiriine
ait disi ve erkek genotiplerine ait resequencing dizileri Bagyolu genomuna haritalandiginda
haritalanan baz orani %96.62 ile %97.10 arasinda, sayis1 6,884,596 ile 7,984,896 arasinda, kisa
InDel sayilar1 851,716 ile 950,647 arasinda ve tiim yapisal degisikliklerin sayisi 30,668 ile 40,681
arasinda degismistir.

4. P. vera genomu kullanilarak Windows tabanli yazilimlar kullanildiginda; P. atlantica
tiriine ait disi ve erkek genotiplere ait resequencing dizileri Siirt genomuna haritalandiginda
haritalanan baz oram1 %98.45 ile %98.78 arasinda, SNP sayis1 4.,342.,400 ile 5,548,428 arasinda,
kisa InDel say1s1 660,149 ile 744,881 arasinda ve tiim yapisal degisikliklerin say1s1 13,754 ile 18,923
arasinda degismistir.

5. P. vera genomu kullanilarak Windows tabanli yazilimlar kullanildiginda; P. atlantica
tiirtine ait disi ve erkek genotiplerine ait resequencing dizileri Bagyolu genomuna haritalandiginda
haritalanan baz orani %98.45 ile %98.78 arasinda, SNP sayis1 4,342,400 ile 5,548,428 arasinda, kisa
InDel sayist 660,149 ile 744,881, uzun InDel sayis1 7,755 ile 10,656 arasinda ve tiim yapisal
degisikliklerin sayis1 13,754 ile 18,923 arasinda degismistir.

35



6. P. atlantica tiirtine ait 15 disi ve 15 erkek genotipine ait sekans dizileri P. atlantica
genomuna hizalanmis ve genom boyunca okuma derinlik degerleri analiz edildiginde disilere ait 0.9
okuma derinlik orani (F/(F+M)) lizerinde 201 lokus belirlenmis ve bu lokuslarin hepsinin P. atlantica
genomunda kromozom 14.2°de oldugu tespit edilmistir. Erkek bireylerin ise 0.9 okuma derinlik oram
(M/(F+M)) iizerinde lokus bulunamamugtir.

7. Cinsiyet ile iligkili olarak belirlenen lokuslar iizerinde yapilan fonksiyonel anotasyonlar
sonucunda bu lokuslarda ¢igcek gelisimi ve ¢icekteki organlarin farklilagsmasi ile ilgili gen ve yolaklar
tespit edilmistir.

8. P. atlantica’da cinsiyet ile iligkili lokuslar incelendiginde disi bireylerin cinsiyete spesifik
bolgelere sahip olmalar1 nedeniyle P. atlantica’nin ZW/ZZ cinsiyet sistemi sahip oldugu tespit
edilmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, ZW cinsiyet kromozomuna sahip
P. atlantica tiirtinde Z ve W kromozomlarinin ayr1 ayr1 DNA dizilerinin ¢ikarilmasi ve cinsiyeti
belirleyen gen veya genlerin belirlenmesi bundan sonra oncelikli olarak yapilacak caligmalar
arasinda yer almalidir. Ayrica Kkiiltiir antepfistigi icin anag 1slahi caligmalarinda tiirlerarasi
melezlemeler yaygin olarak yapildigi i¢in P. integerrima, P. atlantica, P. eurycarpa, P. khinjuk, P.
terebinthus ve P. vera gibi antepfistigina anag¢ olarak kullanilabilecek tiirlerin hepsinde tek bir

markor ile cinsiyeti ayirabilmek icin ¢aligmalarm yapilmasi yararl olacaktir.
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