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ÖZ 

 

P. atlantica, Anacardiaceae familyası içerisindeki Pistacia cinsine ait, dioik çiçek yapısı 

gösteren, endüstriyel ve tıbbi kullanımının yanısıra antepfıstığına anaç olarak değerlendirilen önemli 

bir türdür. Bu çalışmada, daha önce elde edilmiş P. atlantica türüne ait 15 dişi 15 erkek bireyde tüm 

genom tekrar-sekanslama verileri kullanılarak cinsiyet spesifik bölgelerin belirlenmesi, cinsiyetle 

ilişkili bulunan bölgelerin anotasyonu ve cinsiyeti %100 ayırabilen ıslahta kullanılabilir moleküler 

markör tasarlanması amaçlanmıştır. Sekanslama sonucu elde edilen verilerin kalite kontrolleri ve 

filtrelemesi yapıldıktan sonra 25-30x yoğunluğunda genom dizileri elde edilmiş ve bu diziler referans 

genoma (P. atlantica) hizalanmıştır. Yapılan hizalama sonucunda okumaların %98-%99’u genoma 

haritalanmıştır. Haritalama sonucunda yapılan genom boyunca derinlik analizleri sonucunda cinsiyet 

spesifik (dişi bireylerde okuma derinliğinin toplam okuma içerisinde %90’dan fazla olan) lokuslar 

Python ve R programlama dilleri ile analiz edilmiş ve görselleştirilmiştir. Cinsiyet spesifik bölgelerin 

belirlenmesi amacıyla yapılan analizlerde dişi spesifik 209 lokus belirlenmiş fakat erkeğe özgü 

lokuslar bulunamamıştır. Bu belirlenen bölgelerin anotasyonları incelendiğinde, çiçek gelişimi ile 

ilgili yolaklardaki genler belirlenmiştir. Bu lokusların validasyonu amacıyla dişi spesifik lokuslardan 

SCAR markörler geliştirilmiş ve bu markörler kullanılarak genetik kaynaktan alınan 100 dişi ve 100 

erkek bireyi %100 doğrulukla ayırmıştır. Ayrıca sadece dişi spesifik bölgelerin varlığı ile P. 

atlantica’ nın ZZ/ZW kromozom yapısına sahip olduğu ilk bu çalışma ile ortaya çıkartılmıştır. Bu 

çalışma ile P. atlantica türünde yapılacak markör destekli seleksiyon çalışmalarında agaroz jelde 

kolaylıkla uygulanabilen ve geniş ıslah programlarına uygun %100 doğrulukla çalışan moleküler 

markör elde edilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler:  P. atlantica, Moleküler Markör, Cinsiyet Spesifik Lokus, Cinsiyet 

Mekanizması. 
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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. GİRİŞ

Anacardiaceae familyası, yaklaşık 83 cins ve 860 tür içeren tropikal ve ılıman kuşak 

bölgelerde geniş yayılış gösteren ve ekonomik öneme sahip Scnus ssp. (biber ağaçları), Rhunus spp. 

(sumak), Spondias dulcis Forst (altın elma), Anacardium occidentale L.(kaju), Mangifera indica 

(mango), Pistacia gibi türler içeren önemli bir familyadır (Christenhusz ve Byng, 2016).  Bu 

familyada gen havuzu zengin, geniş varyasyon farklılığına sahip ve daha önemlisi abiyotik (kuraklık, 

yüksek sıcaklık gibi) koşullara adaptasyonu yüksek olan oldukça önemli türler bulunur (Moyo ve 

Staden, 2013).  

Pistacia cinsinin türleri, kurak koşullara adaptasyon sağlamış, 8–10 m boyunda büyüyen, 

yaprak dökmeyen veya yaprak döken ve reçine taşıyan çalılar ve ağaçlardır. Pistacia lentiscus L., P. 

atlantica Desf, P. terebinthus L., P. vera L. ve P. khinjuk Stocks. Akdeniz havzasından Orta Asya'ya 

dağılmıştır (Kole, 2011). İran'da doğal olarak yetişen P. vera, P. khinjuk ve P. atlantica olmak üzere 

üç Pistacia türü bulunur: Ayrıca P. atlantica'nın cabulica, kurdica ve mutica olarak tanımlanan üç 

alt türü vardır (DerMarderosian ve Beutler, 2002). P. vera, cinsi ticari olarak yetiştirilen tek türüdür 

ve türün geri kalanı çoğunlukla P. vera için anaç olarak kullanılır (Kafkas ve ark. 2006b; Kafkas ve 

Perl-Treves, 2001). Bu nedenle ekonomik öneme sahiptir.  

Bununla birlikte, Pistacia türlerinin farklı organlarının çeşitli farmakolojik aktiviteleri 

incelenmiştir. Makalelerin çoğunda P. lentiscus'un sakız olarak bilinen reçinesi incelenmiştir. Tedavi 

edici etkilerine ek olarak, antepfıstığı (P. vera) gıda katkı maddesi olarak tüketilmesi, P. terebinthus 

meyvesinin atıştırmalık yiyecek olarak veya kahve benzeri içecek yapımında kullanılması (Durmaz 

ve Gökmen, 2011; Gogus ve ark., 2011) ve P. lentiscus meyvesinin antosiyanin bileşiminin gıda 

renklendiricisi olarak kullanılmaktadır (Longo ve Vasapollo, 2007).  Pistacia türlerinde morfolojik 

olarak ilk kapsamlı çalışma Zohary (1952) tarafından yapılmıştır ve Pistacia türlerini 4 esas gruba 

ayırmıştır: (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. Türkiye’de yapılan en kapsamlı morfolojik çalışma 

ise Yaltırık (1967) tarafından yapılmış olup Pistacia türleri 6 sınıfa ayrılmıştır. Bunlar ise P. 

atlantica, P. lentiscus, P. khinjuk, P. eurycarpa Yalt., P. vera ve P. terebinthus türleridir.  Pistacia 

türleri için ülkemiz zengin bir gen merkezi olmakla beraber, ülkemizde yaklaşık 66 milyon yabani 

fıstık ağacı bulunmaktadır (Kuru ve Özsabuncuoğlu, 1990).  

Pistacia türlerinde moleküler olarak ilk kapsamlı çalışma, Parfitt ve Badenes (1997) 

tarafından Pistacia cinslerinin yaprak morfolojisi ve coğrafi dağılımına göre yapılmıştır. RFLP 

moleküler tekniği ile 10 Pistacia türlerininin filogenetik ilişkilerini incelemiştir.  Hem parsimoni 

hem de küme analizleri kullanılmıştır. P. vera en eski Pistacia türü olarak belirlenmiştir. Asya türü 

olan P. weinmannifolia, yeni türleri olan P. texana ve P. mexicana ile en yakın akrabadır.  Bu üç 

türün ortak bir kökeni paylaşması, P. texana ve P. mexicana'nın ortak bir atasının Asya'da ortaya 
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çıktığını düşündürmektedir. P. integerrima ve P. chinensis'in, tür çiftlerinin P. vera: P. khinjuk ve P. 

mexicana: P. texana olmak üzere iki üçüncül grubun her birinde monofiletik olduğu durumlarda 

farklı olduğu gösterilmiştir. Ayrıca Pistacia cinsinin düşük bir kloroplast DNA mutasyon oranına 

sahip olduğu da belirlenmiştir.  

Kafkas ve Perl-treves (2001) tarafından yapılan moleküler çalışmada, morfolojik veriler ve 

RAPD analizi kullanılarak Türkiye'deki yabani Pistacia gen kaynağının genetik varyasyonu ve 

taksonomik ilişkileri analiz edilmiştir. P. atlantica, P. terebinthus ve P. eurycarpa'yı Türkiye'de 

yaygın yabani türler olarak tanımlamış ve P. eurycarpa'nın P. vera'ya en yakın tür olduğunu, onu P. 

atlantica ve P. terebinthus'un izlediğini ortaya koymuşlardır. 

Kafkas ve Perl-Treves (2002), RAPD markörü kullanarak dokuz Pistacia türünün 

filogenetik analizi, ağaç büyüklüğü ve büyüme alışkanlığına dayalı iki ana grup ortaya çıkarmıştır. 

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 oluşturmuştur. Çalışma ayrıca P. 

palaestina'nın P. terebinthus'un bir çeşidi olduğunu ve P. eurycarpa'nın P. atlantica'dan farklı bir 

tür olduğunu öne sürmektedir.  

Kafkas (2006a), Pistacia türleri arasındaki filogenetik ilişkileri belirlemek amacıyla AFLP 

tekniğini kullanmıştır.  Bu amaçla 31 Pistacia türünü ve 4 adet P. vera çeşidini kullanmıştır. Elde 

edilen sonuçlara göre P. vera, P. khinjuk, P. eurycarpa, P. atlantica, P. mutica, P. integerrima ve P. 

atlantica x P. integerrima hibritleri bir grupta yer almıştır.  P. palaestina, P. terebinthus, P. mexicana 

ve P. lentiscus ikinci grupta yer almıştır. P. khinjuk türü P. eurycarpa ve P. atlantica ile P. vera'dan 

daha yakın grup oluşturmuştur.  

Antepfıstığı ağaçları kök sistemini sağlayan anaç ve ticari ürünü üreten kalem olmak üzere 

iki kısımdan oluşmaktadır. Anaçlar, antepfıstığı ağaçlarının belirli çevresel koşullara 

adaptasyonunda hayati bir rol oynamaktadır (Ferguson ve ark., 2002; Caruso ve ark., 2003). Ayrıca, 

çiçeklenme, vejetatif büyüme, meyve kalitesi ve toplam üretim anaçtan güçlü bir şekilde 

etkilenmektedir (Carbonell-Barrachina ve ark., 2015; Ferguson ve ark., 2002; Surucu ve ark.., 2020). 

Bu nedenle, birçok antepfıstığı üreticisi ülke, belirli yetiştirme koşullarına en uygun olanı seçmek 

için farklı anaçlar arasındaki değişkenliği değerlendirmiştir (Esmailpour ve ark., 2014; Ghrab ve ark., 

2010, 2012; Kebour ve ark., 2012).  

Antepfıstığı yetiştiriciliği anaç kullanımını gerektirmekte ve vejetatif çoğaltmanın tek şekli 

aşılama kullanılmaktadır. Antepfıstığı ağaçlarıyla ilgili bilimsel çalışmaların çoğu, P. atlantica, 

UCB1 ve P. integerrima gibi Kaliforniya'daki ticari anaçlara aşılanmış çeşitlerle yapılmıştır. Farklı 

anaçları karşılaştıran çok az çalışma vardır. Ferguson ve ark. (2005), P. terebinthus’un kuraklığa ve 

soğuğa en dayanıklı anaç olduğunu, P. integerrima'nın ise soğuğa duyarlı ancak Verticillium’a karşı 

toleranslı olduğunu bildirmiştir. Bir zamanlar Kaliforniya'daki en popüler anaçlardan biri olan P. 

atlantica, Verticillium’a karşı yüksek duyarlılığı olduğu tespit edilmiştir ve günümüzde UCB1, 

sulama koşullarda en iyi ticari anaç olarak kabul edilmektedir (Ferguson ve ark., 2005).  Ülkemizde 
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ise yeni kurulan kapama bahçelerde antepfıstığı üretiminde daha çok P. vera tohumları ve 

tohumlarından ise en çok Siirt çeşidi tercih edilmektedir. Yeni kurulan antepfıstığı bahçelerinde öncü 

çiftçilerin liderliğinde damla sulama sistemi ile sulanmaya başlanmıştır. Bununla birlikte, özellikle 

Güneydoğu Anadolu bölgelerinde P. vera’nın toprak hastalıklarına (Verticilium, Fusarium) hassas 

olmasından dolayı ağaçlarda kurumalar görülmektedir. Bu nedenle, ülkemizde sulama koşullarına 

dayanıklı anaca ihtiyaç bulunmaktadır.  

Farklı anaçları karşılaştıran Germana (1997), P. atlantica'nın özellikle stres altındaki 

bitkilerde P. terebinthus'tan daha yüksek terleme ve fotosentetik aktiviteye sahip olduğunu ve bunun 

da onu kuraklık stresine karşı daha duyarlı hale getirebileceğini gözlemlemiştir. Gijón ve ark. (2010), 

P. terebinthus., P. integerrima, P. atlantica ve P. vera’nın sulanan koşullar altında anaç etkisinde 

farklılıklar tespit edilememiştir.  

P. atlantica türü önemli bir Pistacia türüdür. P. atlantica 20 m yüksekliğe, 1 m gövde çapına 

kadar büyüyebilen ve yaprak döken bir türdür. Kuraklığa dayanıklı, yarı kurak ve kurak alanlara 

uyum sağlamıştır. Birkaç türün büyüyebildiği zorlu alanlarda bile tek başına veya dağınık şekilde 

bulunabilir (Zohary, 1952; Barazani ve Golan-Goldhirsh, 2004). Bu bitkinin yapraklarında ve yaprak 

saplarında soluk yeşilimsi-kahverengi ve kaba çıkıntılar gibi böcekler tarafından üretilen tuhaf 

şişkinlikler bulunmaktadır (Wool, 2005). P. atlantica çok amaçlı bir ağaçtır, toprağı erozyonunda 

(Mirzaie-Nodoushan ve Arefi, 2001), P. vera için anaç olarak (Kafkas ve ark, 2006b) ve endüstriyel 

ve tıbbi uygulamalarda (Lev ve ark., 2002), ve yakıt olarak (Mirzaie-Nodoushan ve Arefi, 2001) 

kullanılmaktadır. Meyveleri vahşi doğadaki canlılar için besin olarak tüketilirken, elde edilen sakız 

tıbbi özelliklerei sahiptir (Bellakhdar ve ark., 1997). Örneğin, Fas'ta göz enfeksiyonunu tedavi etmek 

için yaprakların kaynatılılarak  kullanıldığı belirtilmiştir (El-Hilaly ve ark., 2003). Galler çok buruk 

ve hafif acı bir tada ve terebintin benzeri bir kokuya sahiptir. Kendiliğinden açıldıklarında bol 

miktarda yağlı reçineli bir madde üretilir. Bu reçine havaya maruz kalması, bitkinin zarar görmüş 

kısmı için iyileşme özelliğine sahip, çürümeyi ve mikrobiyal enfeksiyonu önleyebilecek katılaşmış 

bir malzemeye (reçine) dönüştürür (Wool, 2005). P. atlantica Pistache veya “el betoum” olarak 

bilinmektedir (Zohary, 1952). Cezayir'de, özellikle kanyonlarda yabani olarak yetişmekte, yarı kurak 

ve kurak bölgelerde yaygın olarak bulunmaktadır (Seigue, 1985; Monjauze, 1982). Yerel halk 

tarafından "el khodri" olarak adlandırılan meyveler, yemek pişirme ve tıbbi uygulamalarda 

kullanılmaktadır. Örneğin yaprak ve meyveleri mide ağrısı, öksürük ve strese karşı kaynatılarak 

kullanılmaktadır (Belhadj, 1999; Shaker ve ark., 1999).  

Diğer odunsu bitkilerde anaç kullanımı isteğe bağlıdır; anaç olmadan yetiştirilebilirler ve 

esas olarak ağaç boyutu, mahsul verimi veya verim kalitesi gibi bazı çeşit özelliklerini iyileştirmeleri 

nedeniyle kullanılırlar. Elma (Cohen ve Naor, 2002; Olien ve Lakso, 1986) ve şeftali (Weibel ve 

ark., 2003) üzerinde yapılan farklı çalışmalar, belirli anaçların vejetatif büyüme hızı üzerinde önemli 

bir etkiye sahip olduğunu göstermiştir (Solari ve ark., 2006). Şeftalide ağaç su ilişkileri ve vejetatif 

büyüme üzerindeki anaç etkilerinin, en azından kısmen, belirli anaçlarla ilişkili ağaç hidrolik 
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iletkenliğindeki farklılıklardan kaynaklandığını doğrulamıştır. Lochard ve Schneider (1981), Rogers 

ve Beakbane (1957), ve Webster (1995) tarafından gözden geçirilen birkaç hipotez, anacın hormonal 

etkiler (Kamboj ve ark., 1999), mineral beslenme (Jones ve ark., 1971) veya su durumunu (Olien ve 

Lakso, 1986) etkilediğini tespit etmişlerdir. 

Bunlara ek olarak Karimi ve Nasrolahpour-Moghadam (2016), P. vera türünde dişi ve erkek 

çöğürlerinin tuzluluk stresine yanıtlarını inceledikleri çalışmalarında, erkek çöğürlerde yaprak sayısı, 

sürgün kuru ağırlığı ve gövde yüksekliğinde dişilere göre daha az düşüş tespit etmişlerdir. Bu sayede 

anaç seçiminde cinsiyet belirlemenin önemini ortaya koymuşlardır. 

Meyve ağaçlarında gençlik kısırlığı uzun sürdüğü için ıslah programları uzun zaman 

almaktadır. Islah süresi özellikle Pistacia türlerinde daha da uzun zaman almaktadır. Pistacia 

türlerinde ıslah çalışmalarında tohum eldesinden sonra, çimlenme sonrasında seleksiyon yapılması, 

bu sürenin azaltılması, daha fazla materyalle çalışılması ve kısa sürede alternatif melez 

kombinasyonlarının elde edilmesini sağlayacaktır. Fakat Pistacia türlerinde anaç ıslahında 

kullanılabilecek ve geliştirilmiş dişi ve erkek bireyleri %100 ayıran bir markör bulunmamaktadır. Bu 

çalışma ile P. atlantica türünde cinsiyet spesifik lokusların belirlenerek bu lokuslar üzerinden 

geliştirilmesi planlanan primerler ile dişi ve erkek bireyleri %100 ayıran markör geliştirilmesi 

amaçlanmıştır.  
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

Hormaza ve ark. (1994), RAPD tekniği ile dioik türlerden olan Pistacia vera'da cinsiyet ile 

bağlantılı markörler bulmak amacıyla ortak baba kullanılarak oluşturulan iki popülasyondan alınan 

bireyleri kullanmıştır. Her iki popülasyondan da erkek ve dişi bireylerden bulk oluşturmuşlardır. Bu 

bulklardan DNA elde edilmiştir.  DNA ayrıca 14 P. vera çeşidinden ve cinsiyeti bilinmeyen 94 açık 

tozlanmış bireylerden, birkaç haftalık P. vera fidanı kullanılmıştır. DNA amplifikasyonunu 

gerçekleştirmek için yedi yüz farklı primer kullanılmıştır; bunlardan 1'i (OPO08), iki populasyonun 

yalnızca dişi bireylerinde mevcut olan ve erkek bireylerinde bulunmayan 945 bp'lik bir 

amplifikasyon bandı tespit edilmiştir. Bant varlığı ile dişi bireylerdeki ifadesi arasındaki ilişki, iki 

populasyondan elde edilen her bireyde ve melezlerle ilgisi olmayan 14 çeşitte korunmuştur. Bu 

bandın antepfıstığında cinsiyet tayinini kontrol eden gen(ler) ile ilişkili olduğu düşünülmüştür. 

OPO08945 RAPD markörü, ıslah çalışmalarında antepfıstığı bitkilerinde kullanılabilir, bu da önemli 

ölçüde zaman ve ekonomik kaynak tasarrufu sağlayacaktır. Bu varsayımı doğrulamak için 94 tane 

fidanı OPO08 primeri ile taranmış ve 1∶1 erkek:dişi oranıyla tutarlı sonuçlar elde edilmiştir. 

Kafkas ve ark. (2001), Türkiye'de P. vera'ya anaç olarak kullanılan başlıca yabani türler olan 

P. atlantica, P. terebinthus ve P. eurycarpa'da cinsiyete bağlı RAPD markörleri taramıştır. Bu 

amaçla, her türden erkek ve dişi ağaçlardan yaprak örnekleri toplanmış ve cinsiyetle ilişkili RAPD 

bantlarını taramak için on erkek ve on dişi bireyin DNA'sı bulk yapılarak cinsiyete özgü DNA bulkı 

hazırlanmıştır. Toplam 472 primer taranmış ve BC156 ve BC360 primerleriyle çoğaltılan iki bandın 

P. eurycarpa'da cinsiyetle ilişkili olduğu tespit edilmiştir.  Bantlar 30 erkek ve 37 dişi bireyde test 

edilmiştir. BC156 (1300), biri hariç tüm dişi ağaçlarda mevcut iken ve tüm erkek ağaçlarda tespit 

edilmemiştir.BC360 (500) markörü 37 dişi bireyden 31'inde amplifike olurken tüm erkek bireylerde 

bulunmamıştır. P. atlantica'da, bir primer OPAK09, test edilen 46 dişi bireyin hepsinde bulunan ve 

test edilen 38 erkek ağacın hiçbirinde bulunmamıştır. Bu markörlerin cinsiyet belirleyici lokuslarla 

bağlantılı olmasının muhtemel olduğu belirtilmiştir. 

Kamiab ve ark. (2014), Pistacia vera RAPD tekniği kullanılarak popülasyon bitkilerinde 

cinsiyet ayırt etmek için kullanılmıştır. Antepfıstığının çeşitli genotipleri, daha önce Hormaza ve ark. 

(1994) dizayn ettiği dişi ağaçlarda 945bp'lik bir amplifikasyon bandının ekspresyonu ve erkeklerde 

yokluğu ile bağlantılı olduğu bulunan on bazlık bir primerin PCR amplifikasyonu ile analiz 

edilmiştir. Sonuçlar, çeşit örneklerinden elde edilen genetik materyalin ilgili primer ile iyi bir şekilde 

çoğaldığını, ancak bazı erkek bireylerde 10bp primer ile çoğaltıldığında 945bp bant ürettiğini ortaya 

koymuştur. DNA'nın yeniden çoğaltılması için yapılan çok sayıda müteakip teste rağmen, ne yazık 

ki bu erkek bireylerde kendi örneklerinden tekrarlanabilir sonuçlar verememiştir. Yinede, bir erkek 

örnekte 945bp amplifikasyon bandının varlığı, 10bp primer ve  RAPD analizi ile P. vera'nın cinsiyet 

tayininde %15'lik bir hata oranının mümkün olduğunu kanıtlamıştır. 
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Ticari öneme sahip P. vera toprak kökenli hastalıklara (Verticillium, Fusarium vb) duyarlıdır 

(Ferguson ve Haviland, 2016) ve ağaç ölümleri zaman zaman meydana gelmektedir. Bu nedenle, 

ülkemiz antepfıstığı yetiştiriciliğinde en önemli sorunların başında sulanan koşullara uygun anaç 

sorunu gelmektedir. Ülkemiz ekolojik koşullarına uygun, hastalıklara dayanıklı ve soğuklara 

toleranslı tohum anacı veya anaçları ve mümkünse klonal anaç geliştirme zorunluluğumuz 

bulunmaktadır. Antepfıstığında cinsiyetle ilişkili markörleri ve cinsiyet belirleme sistemini 

aydınlatmak için Kafkas ve ark. (2015), RAD tekniği kullanmışlardır. Bir Pistacia vera 

Siirt × Bağyolu melezlenmesinden elde edilen sekiz erkek ve sekiz dişi F1 bireyi, ebeveynleri ile 

birlikte, bir Hi-Seq 2000 sıralama platformunun çift yönle RAD sekanslamasına tabi tutulmuştur. Bu 

şekilde yaklaşık 37,7 Gb sekans dizisi içeren 449 milyon okuma elde edilmiştir. Ebeveynler arasında 

33.757 polimorfik tek nükleotid polimorfizmi (SNP) lokusu bulunmuştur. Otuz sekiz RAD 

okumasından, yirmi sekizinde antepfıstığında varsayılan cinsiyetle ilişkili lokuslar  tespit edilmiştir. 

Validasyon, bir gen kaynağında 42 olgun F1 bireyinde ve 124 çeşit ve genotipte SNaPshot analizi 

ile gerçekleştirilmiştir. Antepfıstığında sekiz lokus cinsiyeti %100 doğrulukla ayırt edebilmektedir. 

Islah programında belirteçlerin uygun maliyetli bir şekilde uygulanmasını sağlamak için HRM 

analizi yapılmıştır. Antepfıstığında cinsiyeti %100 olarak ayıran dört markör bulunmuştur. Tüm aday 

SNP lokuslarındaki dişi heterogameti nedeniyle, ilk kez antepfıstığının ZZ/ZW cinsiyet belirleme 

sistemine sahip olduğu rapor edilmiştir. Bilinen tüm açılım popülasyonlarında bildirilen dişi-erkek 

ayrılma oranı 1:1 olduğundan ve fıstıkta süper-dişi genotiplere veya dişi heteromorfik kromozomlara 

dair daha önce bir rapor bulunmadığından, WW cinsiyet sisteminin  geçerli olmadığı görülmektedir. 

Khodaeiaminjan ve ark. (2017), yaptıkları çalışmada, cinsiyet kromozomunun bir bağlantı 

haritasını oluşturarak antepfıstığındaki cinsiyet lokusunun konumunu belirlemek için EST-SSR 

markörleri ile birlikte cinsiyete bağlı tek nükleotit polimorfizmi (SNP) belirteçleri geliştirmeyi 

amaçlamıştır. Dokuz yeni cinsiyete bağlı SNP markörü, 309 bireydeki 17 RAD sekans 

okumalarından alınan 25 SNP lokusunun SNaPshot mini dizileme analizi ile başarılı bir şekilde 

tanımlanmıştır Antepfıstığında bir ZW/ZZ cinsiyet belirleme sistemini destekleyen dokuz markörün 

tamamı dişilerde heterozigot ve erkeklerde homozigot bulunmuştur. Siirt × Bağyolu  

melezlenmesinden elde edilen 122 F1 bireyinde analiz yapılarak cinsiyet kromozomunu ve cinsiyet 

lokusunun konumunu belirlemek için kullanılmıştır. Toplam 105 açılım gösterem SSR markörü ve 

cinsiyetle ilişkili markörler kullanılmıştır. Bu 105 markörden dördü ortak ve dördü babasal SSR, 

fenotipik cinsiyet lokusu ve cinsiyete bağlı markörlerle birlikte cinsiyet kromozomu üzerine 

haritalanmıştır. Ortaya çıkan konsensüs haritasının toplam uzunluğu 65.19 cM'dir. Cinsiyet lokusu 

ve cinsiyete bağlı SNP markörleri, kromozomun merkezinde sırasıyla 31.86 ve 31.92 cM mesafede 

bulunmaktadır. Ayrıca belirlenen tüm markörler SNaPshot analizi ile dört yabani Pistacia türünde 

test edilmiş, ancak yabani Pistacia türlerinde cinsiyetleri ayırmamıştır. 
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Şahin ve ark. (2022), yaptıkları çalışmada marker tarama sistemi olarak KASP tekniğini 

kullanarak, P. atlantica, P. integerrima, P. khinjuk, P. mutica, P. terebinthus, P. vera ve P. lentiscus 

türlerinde sadece bir dişi ve bir erkek bireyde kullanılarak başarıyla ayırt ettikleri belirmişlerdir.  

Toplamda 12 SNP markörü KASP markörüne dönüştürülmüş ve bunlardan 5 tanesi (SNP-PIS-

133396, SNP-PIS-167992, P-ATL-91951–565, P-INT-91951–256, P-KHI-91951) –115), erkek ve 

dişi bitkiler arasında açık allelik ayrım gösterdiği belirtilmiştir.  

Bunlara ek olarak, Kafkas ve ark. (2018) antepfıstığında başlattıkları çeşit ıslahı programında 

Kafkas ve ark. (2015) ile Khodaeiaminjan ve ark. (2017) tarafından geliştirilen cinsiyet ile ilişkili 

markörleri kullanılmıştır. Antepfıstığında ilk defa marköre dayalı seleksiyon yöntemi kullanılan ıslah 

programı olmuştur.  

Kafkas ve ark. (2023) tarafından yapılan bir çalışmada, dişi ebeveyn olan P. vera Siirt (dişi 

ebeveyn) ve Bagyolu (erkek ebeveyn) genomları dizilenmiştir. Antepfıstığının kromozom düzeyinde 

iki referans genomu oluşturulmuştur. Z ve W kromozomları assembly yapılmıştır. ZW 

kromozomları, yaklaşık 8.18 Myö meydana gelen ilk inversiyonu takip eden bir otozomdan 

kaynaklanmıştır. W kromozomundaki üç inversiyon olayı, 12.7-Mb'lik (W kromozomunun %22.8'i) 

rekombine olmayan bir bölgenin oluşumuna yol açmıştır. Bu W'ye özgü diziler, cinsiyet belirlemede 

çok önemli bir rol oynamış ve antepfıstığında bir ZW cinsiyet kromozomu sisteminin başlatılmasına 

ve evrimine katkıda bulunmuş olabilecek birkaç ilgili geni içermektedir. DefA, defA-benzeri, DYT1, 

iki PTEN1 ve altı VPS13A paralogunun iki ard arda kopyası dahil olmak üzere W'ye özgü genler, 

cinsiyet tayini veya farklılaşması için güçlü adaylardır. Yeniden sekanslanan genomların demografik 

tarih analizi, yetiştirilen antepfıstığının yaklaşık 7,640 yıl önce ciddi evcilleştirme darboğazlarından 

geçtiğini göstermiştir. Antepfıstığı gelişimi ve kalitesi, aşılama başarısı, çiçeklenme zamanı kayması 

ve kuraklık toleransı gibi tarımsal özelliklerin altında yatan 3 çeşit alt grubunda 390, 211 ve 290 

potansiyel seçici mutasyon belirlenmiştir. 

Palmer ve ark. (2023) UCB-1 F1 fidan anaçları, P. atlantica (dişi) ve P. integerrima'nın 

(erkek) 2 adet yüksek oranda heterozigot olan ebeveyn ağacının melezlenmesiyle üretilen ticari 

antepfıstığı bahçelerinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu F1 bireylerinde yüksek 

heterozigotluktan dolayı fazla boylanmayan fidanlar kullanılmamaktadır. Genotipler arasındaki 

genetik farklılığın genetik temelini belirlemek için, UCB-1'in ebeveyn ağaçlarının kromozom ölçekli 

genom assembly’lerini bir araya getirilmiştir. Çok yıllık fenotipleri de toplanılan bir bahçede 960 

UCB-1 ağacının genotiplendirilmesi yapılmıştır. 6 ticari antepfıstığı bahçesine ek olarak 1.358 adet 

anaç genotipi belirlenmiş ve tek yıllık ağaç boyu verileri toplanmıştır. Genom çapında tek markör ile 

ilişkilendirme testleri, ağaç boyutu ve şekli, cinsiyeti ve erken gelişimi ile ilişkili lokuslar 

tanımlanmıştır. Deneysel meyve bahçesinde, özelliklerle ilişkili çok sayıda lokus ve ZZ/ZW cinsiyet 

kromozomları sahip olmaları yüksek ihtimal olduğu belirlenmiştir. Farklı özelliklere ve aynı 

özelliğin erken ve geç fenotipik ölçümlerine özgü önemli markör ilişkileri bulunmuştur. Ticari 

meyve bahçelerinde anaç boyutuyla güçlü bir şekilde ilişkili 2 lokus tespit edilmiştir. Markörlerin 
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pseudo-testcross sınıflandırması, her lokus için özellikle ilişkili alellerin, karşıt ebeveynlerin 

gametlerinde ayrıldığını göstermiştir. Bu 2 lokus, yetiştiriciler tarafından gözlemlenen istenmeyen 

küçük ağaçlarla ağaç boyutunun bimodal dağılımını oluşturmak için epistatik olarak etkileşime 

girmektedir. Bu bölgelerdeki aday genler belirlenmiştir. Bu bulgular, güçlü antepfıstığı UCB-1 

anacının gelişimi ile ilişkili markör ve genetik seçim için temel bir kaynak sağlayacaktır. 

P. atlantica için anaç ıslahı çalışmalarında kullanmak için tespit edilmiş cinsiyet spesifik 

diziler literatürde bulunmamaktadır. Bu çalışmada amaç, moleküler markör geliştirme çalışmalarına 

temel oluşturulması amacıyla P. atlantica türüne ait cinsiyet spesifik DNA dizilerinin 

belirlenmesidir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Yüksek Performanslı Hesaplama Bilgisayarı 

Bu çalışma kapsamında analiz edilen veriler Çukurova Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bahçe 

Bitkileri Bölümü Moleküler Genetik Laboratuvarı Biyoinformatik Laboratuvarındaki yüksek 

performanslı bilgisayar kullanılmıştır. Kullanılan bilgisayarın teknik özellikleri Çizelge 3.1’de 

verilmiştir. 

Çizelge 3.1. Biyoinformatik hesaplamalarda kullanılan bilgisayar özellikleri 

Donanım Türü Özellik 

İşlemci 

Çekirdek: 64 

İş Parçacığı: 128 

Baz Saat Hızı: 2.0GHz 

Boost Saat Hızı: 3.0GHz 

RAM Kapasite: 256 GB 

Hard Disk Okuma Hızı: 13804 MB 

 

3.1.2. Sekans Verisi ve Bitki Materyali 

 Bu çalışma için P. atlantica türünün daha önce TÜBİTAK (TOVAG 219O267) projesi 

kapsamında yaklaşık 25-30x yoğunluğunda sekanslaması yapılan 15 dişi ve 15 erkek genotipe ait 

sekans verileri kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan materyaller Çizelge 3.2 de verilmiştir. 

Bu araştırma kapsamında P. vera türüne ait Siirt ve Bağyolu çeşitlerinin genomları (Kafkas 

vd., 2023) ve P. atlantica türüne ait genom (Palmer vd., 2023) referans olarak kullanılmıştır.   

 Validasyon çalışmaları için P. atlantica’ya ait 100 dişi ve 100 erkek genotip Çukurova 

Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bahçe Bitkileri Bölümü Araştırma ve Uygulama alanında bulunan 

Pistacia genetik kaynağından ve Adana ilinde doğal olarak yetişen atlantik sakızı bitkilerinden elde 

edilmiştir. 
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Çizelge 3.2.  Çalışmada sekansları laboratuvarda bulunan ve bu çalışmasında kullanılan sekans 

verilerine ait metaveriler 

Örnek 

No 

Örnek 

Kodu 

Analiz 

Kodu 
Tür Pedigri Cinsiyet Sekans Açıklaması 

1 PaF01 PaF701 P. atlantica PaOH1 Dişi Bireye ait sekans 

2 PaF02 PaF702 P. atlantica PaOH2 Dişi Bireye ait sekans 

3 PaF03 PaF703 P. atlantica PaOH3 Dişi Bireye ait sekans 

4 PaF04 PaF704 P. atlantica PaOH4 Dişi Bireye ait sekans 

5 PaF05 PaF705 P. atlantica PaOH5 Dişi Bireye ait sekans 

6 PaF06 PaF706 P. atlantica PaOH6 Dişi Bireye ait sekans 

7 PaF07 PaF707 P. atlantica PaOH7 Dişi Bireye ait sekans 

8 PaF08 PaF708 P. atlantica PaOH8 Dişi Bireye ait sekans 

9 PaF09 PaF709 P. atlantica PaOH9 Dişi Bireye ait sekans 

10 PaF10 PaF710 P. atlantica PaOH10 Dişi Bireye ait sekans 

11 PaF11 PaF711 P. atlantica PaOH11 Dişi Bireye ait sekans 

12 PaF12 PaF712 P. atlantica PaOH12 Dişi Bireye ait sekans 

13 PaF13 PaF713 P. atlantica PaOH13 Dişi Bireye ait sekans 

14 PaF14 PaF714 P. atlantica PaOH14 Dişi Bireye ait sekans 

15 PaF15 PaF715 P. atlantica PaOH15 Dişi Bireye ait sekans 

16 PaM01 PaM701 P. atlantica PaOH19 Erkek Bireye ait sekans 

17 PaM02 PaM702 P. atlantica PaOH20 Erkek Bireye ait sekans 

18 PaM03 PaM703 P. atlantica PaOH21 Erkek Bireye ait sekans 

19 PaM04 PaM704 P. atlantica PaOH22 Erkek Bireye ait sekans 

20 PaM05 PaM705 P. atlantica PaOH23 Erkek Bireye ait sekans 

21 PaM06 PaM706 P. atlantica PaOH24 Erkek Bireye ait sekans 

22 PaM07 PaM707 P. atlantica PaOH25 Erkek Bireye ait sekans 

23 PaM08 PaM708 P. atlantica PaOH26 Erkek Bireye ait sekans 

24 PaM09 PaM709 P. atlantica PaOH27 Erkek Bireye ait sekans 

25 PaM10 PaM710 P. atlantica PaOH28 Erkek Bireye ait sekans 

26 PaM11 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 İzolasyonu ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Validasyon çalışmalarında kullanılacak genotiplerin DNA’ları Doyle ve Doyle’nin (1987) 

geliştirdiği yönteme göre yapılmıştır. Bu yöntemde, her bir bitki yaprak örneği 2 ml’lik tüplere eşit 

miktarlarda konularak sıvı azot yardımıyla TissueLyser II cihazında parçalanmıştır. Parçalanan 

yaprak örneklerinin üzerine 0.9 ml CTAB (100 mM Tris-HCl, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 

CTAB, %2 PVP, %0.1 Na2S2O5) tampon çözeltisi eklenmiş ve örnekler su banyosunda 65°C’de 1 

saat bekletilmiştir. İçerisinde iyice ezilmiş olan yaprak örnekleri ve CTAB tampon çözeltisi bulunan 

2 ml’lik tüpler her 10-15 dk’da bir nazikçe çalkalanmıştır. Bu örnekler su banyosundan alındıktan 

sonra oda koşullarında 10-15 dakika kadar soğuması için bekletilmiş ve üzerlerine ekstraksiyon 

tampon çözeltisiyle eşit miktarda (0.9 ml) olacak şekilde kloroform:izoamil alkol (24:1) ilave 

edilmiştir. Tüpler oda koşullarında 15 dakika hafif bir şekilde çalkalanmıştır. Daha sonra bu 2 ml’lik 

tüpler 14.000 rpm’de 15 dk boyunca santrifüj yapılmıştır. Santrifüj yapıldıktan sonra 2 ml’lik 

tüplerde bulunan örneklerin en üst fazları alınarak 1.5 ml’lik tüplere aktarılmıştır. 1,5 ml’lik tüplere 

aktarılmış olan üst fazların üzerine soğuk (önceden -20°C’de bekletilmiş) izopropanol eklenmiştir. 

Bu aşamada tüpler hafifçe çalkalanarak DNA’nın çökmesi sağlanmıştır. Daha sonra izopropanolü 

boşaltılan tüpün içine, içerisinde 10 mM amonyum asetat bulunan %76’lık etil alkolden 1 ml ilave 

edilerek, 15 dakika hafifçe çalkalanmıştır. Son olaraküst faz tüpten uzaklaştırılmış ve tüplerde 

bulunan DNA’lar oda koşullarında 1 gece bekletilerek kurutulmuştur. Kurutulan DNA’lar, üzerine 

50ul saf su eklenerek çözdürülmüştür.  

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi için her bir örnek için toplam hacmi 20 μl olacak 

şekilde 2 μl stok DNA, 4 μl jel yükleme boyası ve 14 μl saf su konularak örnekler hazırlanmıştır. 

Hazırlanan örneklerden 10 μl’si, %0.8 konsantrasyondaki agaroz jel üzerinde hazırlanmış yuvalara 

yerleştirilerek elektroforezde 120 voltta 45 dakika koşturma işlemi yapılmıştır. Jel görüntüleme 

cihazı yardımıyla elde edilen jel görüntüsünde her bir genotipten elde edilen stok DNA miktarı daha 

önce miktarı bilinen kontrol DNA miktarları ile karşılaştırılarak tahmin edilmiştir 

 

3.2.2. Biyoinformatik Analizler 

Kalite Kontrolü 

Bu tez çalışması kapsamında biyoinformatik analizler öncesinde sekans okumalarının kalite 

kontrolleri FastQC (Andrews, 2010) ve MultiQC (Ewels ve ark., 2016) yazılımları ile yapılmıştır. 

FastQC programı yüksek çıktılı sekanslama platformlarından elde edilen veriler üzerinde çok sayıda 

farklı kalite parametlerini raporlayan ve görselleştiren bir uygulamadır. Program, Terminal üzerinden 

çalıştırılarak, biyoinformatik pipeline’lar içerisinde kodlayarak veya grafik arayüzü ile 

kullanılabilmektedir. MultiQC ise FastQC ile yapılmış geniş sayıda kalite raporlarını birleştirerek 

çalışmanın özet bir kalite raporunu oluşturan programdır (Şekil 3.1). 
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Şekil 3.1. FastQC (a) ve MultiQC (b) programlarının örnek görüntüsü 

 

Kalite Filtrelemesi 

Biyoinformatik analizler öncesinde belirli kalite değerlerinin altındaki okumaları filtrelemek 

için Fastp (Chen ve ark., 2018) yazlımı kullanılmıştır. Bu yazılım ile adaptörler ve düşük kalitedeki 

diziler (%5’den fazla N içeren diziler; ortalama baz kalitesi 20’den az olan diziler, %50’den fazla 

bazın kalite değerinin 5’in altında olduğu diziler, 40 bazdan az olan diziler) temizlenmiştir. 

Filtrelenmiş temiz dizilerin FastQC ve MultiQC ile kalite kontrolleri tekrar yapılmıştır. Elde edilen 

ham dizilerin temizleme işleminden sonra en az 25x civarında bir temiz verinin bundan sonraki 

analizlerde kullanılmıştır. 

 

P. vera Genomu Kullanılarak Okumaların Hizalanması ve SNP, InDel ve Yapısal Değişikliklerin 

Belirlenmesi  

Bu çalışma kapsamında hem daha fazla hem de daha kaliteli genotipik veri elde etmek, hem 

de elde edilen dizilerin yaygın etkisini arttırmak için resequencing yaklaşımı ile P. atlantica türünde 

genomdaki varyasyon gösteren bölgelerin belirlenmesi ve hem de bu bölgelerden cinsiyet ile 

bağlantılı lokuslarının belirlenmesi planlanmıştır.  

Temiz DNA verilerinin elde edildikten sonraki analizlerde hem linux tabanlı yazılımlar 

kullanılmış hem de Windows tabanlı CLC Genomic Workbench yazılımı (ver. 12.0) kullanılarak 

yapılmıştır.  

Linux tabanlı olarak, Burrows Wheeler Aligner (BWA; Li ve Durbin, 2009) programı ile 

herbir genotipden elde edilen okumalar (reads) Siirt çeşidi referans genomuna (Kafkas ve ark., 2023) 

haritalanmış ve elde edilen SAM (Sequence Alignment Map) formatındaki sonuçlar bir sonraki 

aşamalarda kullanmak üzere Picard-tools ile BAM (Binary Alignment Map) formatına çevrilmiştir. 

Haritalanan okumalar hizalandıktan sonra duplike okumalar PicardTools (Broad Institute, 2018) ile 

belirlenmiştir. GATK (Genome Analysis Toolkit) programı (McKenna ve ark., 2010) kullanılarak 

SNP ve kısa InDel lokuslar belirlenmiştir. Programın HaplotypeCaller modülü kullanılarak bazların 

kalite kalibrasyonları yapılmıştır. SNP’ler için BaseReCalibrator ve InDel’ler için IndelReAligner 

a b 
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modülü kullanılmıştır. SNP lokusları homozigot ve heterozigot olma durumlarına göre 

sınıflandırılmıştır. Kısa InDel’ler ise baz büyüklüklerine göre sınıflandırılmıştır.  

Herbir genotip için varyasyon gösteren lokusların belirlenmesinde başlangıçta haritalama 

kalite değeri MQ>20 ve minimum okuma derinliği 4 olarak ele alınmıştır. Herbir genotipten elde 

edilen vcf (Variant Call Format) uzantılı dosyalar daha sonra birleştirilerek herbir türe ait ham 

dosyalar oluşturulmuştur. Sonra aynı 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) için yapılarak yüksek kalitedeki SNP ve InDel 

lokusları ortaya çıkarılmıştır.  

Yapısal değişiklik analizleri için bir önceki aşamada duplikasyonlar çıkarıldıktan sonra 

tekrar haritalanmış (tekrar Re-aligned yapılmış) olan haritalama dosyaları kullanılmıştır. DELLY 

(Rausch ve ark., 2012) yazılımı ile inversiyon, translokasyon ve duplikasyon ile uzun eklenen 

(Insertion) ve uzun silinen (Deletion) gibi genomdaki yapısal değişiklikler (Structural Variation, SV) 

belirlenmiştir. Her bir bölgenin okuma yoğunluğu hesaplanmış ve okuma yoğunluğu 4’ün altında 

olanlar elimine edilmiştir. Bunun dışında programın standard parametreleri kullanılmıştır. Yukarıda 

SNP ve kısa InDel’lerde açıklandığı gibi bir türde herbir genotipten elde edilen veriler birleştirilmiş 

ve filtreleme ile yapısal değişiklikler belirlenmiştir. 

Windows tabanlı olarak CLC Genomic Workbench paket programında da (versiyon 12.0) 

SNP, InDel ve yapısal değişiklik analizleri yapılmıştır. Herbir genotipten elde edilen okumalar 

(reads) Siirt çeşidi ile Bağyolu referans genomlarına (Kafkas ve ark., 2023) haritalanmıştır. 

Okumaların referans genomlara haritalanmasında; mismatch cost=2, insertion cost=3, deletion 

cost=3, length fraction=0.5, similarity fraction=0.8, auto detection of paired distance=yes 

parametreleri kullanılmıştır. Haritalanan okumalar hizalandıktan sonra duplike okumalar elimine 

edilmiştir. Haritalama hatalarını ortadan kaldırmak için CLC programında ‘local realignment’ 

yapılmıştır. Sonraki aşamada SNV (Single nucleotide variation; tek nükleotit farklılığı), MNV 

(birden fazla nükleotit farklılığı) Eklemeler (Insertions), Delesyonlar (Deletion) ve diğer kategorilere 

girmeyen varyasyonlar (replacement) programın ‘Basic Variant Detection’ ve filtreleme seçeneği ile 

belirlenmiştir. İnversiyonlar, translokasyonlar, duplikasyonlar ile uzun Eklemeler ve uzun 

Delesyonlar gibi yapısal değişikler de yine aynı paket programda ‘InDels and Structural Variants’ 

seçeneği kullanılarak analiz edilerek belirlenmiştir. Her bir bölgenin okuma yoğunluğu hesaplanmış 

ve okuma yoğunluğu 4’ün altında olanlar elimine edilmiştir. CLC programında filtreleme ve 

karşılaştırma seçenekleri kullanılarak herbir türe ait genotiplerde aynı lokusta bulunan varyasyonlar 

(SNP, InDel ve yapısal değişiklikler) belirlenmiştir. Bu programda da SNP’lerin homozigot veya 

heterozigot olma durumlarına göre InDel’ler ise büyüklüklerine göre sınıflandırılmıştır. CLC 

Genomics Workbench programında yapılmış analizlerde burada belirtilenler dışında kalan 

parametreler olarak standart parametreler kullanılmıştır.  
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Gerek linux gerekse Windows tabanlı yapılacak analizlerde P. atlantica türüne ait 30 

genotipin SNP, InDel ve yapısal değişiklik dosyaları ayrı ayrı oluşturulmuş ve tür içi varyasyon 

gösteren bölgeler belirlenmiştir. Ayrıca her iki platformdan elde edilen vcf uzantılı varyasyon 

dosyaları karşılaştırılmış ortak ve farklı olan varyasyon bölgeleri de belirlenmiştir. 

Sonuç olarak, bu tez kapsamında iki farklı yaklaşımın kullanılması ile P. atlantica türünde 

varyasyonlar (SNP, InDel ve yapısal değişiklikler) detaylı bir şekilde belirlenmiş ve böylece cinsiyet 

ile bağlantılı lokusların bulunma şansı arttırılmıştır.  

 

P. vera Genomu Kullanılarak Belirlenen SNP, InDel ve Yapısal Değişikliklerin Anotasyonu 

Hem CLC Genomic Workbench paket programının ‘Functional consequences’ hem de 

ANNOVAR (Wang ve ark. 2010) yazılımı ile SNP, kısa InDel ve yapısal değişikliklerin olduğu 

belirlenen dizilerin Siirt ve Bağyolu çeşitlerine ait referans genom dizileri (fasta ve gff dosyaları) 

kullanılarak (Kafkas ve ark., 2023) her iki genomdaki anotasyonları yapılmıştır. Referans dosyalar 

kullanılarak genomdaki pozisyonları ile bulundukları bölgenin tanımlaması (CDS, mRNA, gene, 

UTR gibi) yapılmıştır. Kodlanan bölgede olan SNP’ler amino asit dizisini değiştirme durumuna göre 

nonsynonymous ve synonymous olarak, InDel’ler ise çerçeve kayması durumuna göre frameshift ve 

nonframeshift olarak sınıflandırılmıştır. SNP ve InDel’ler ayrıca stop kodon ekleme çıkarma 

durumuna göre (stop gain/stop loss) de değerlendirilmiştir.  

 

P. vera Genomu Kullanılarak Cinsiyet ile Bağlantılı Aday Lokusların Belirlenmesi 

Cinsiyet ile bağlantılı aday lokusların belirlenmesinde birinci koşul bir türde erkek ve dişiler 

arasında %100 farklı olması olmuştur. İkinci koşul ise cinsiyet ile bağlantılı bulunan aday bölgelerin 

okuma yoğunlukları olmuştur. İkinci koşula göre cinsiyet ile bağlantılı lokuslar sıraya dizilmiştir. 

 

P. vera Genomu Kullanılarak Cinsiyet ile Bağlantılı Lokusların Validasyonu 

Cinsiyet ile bağlantılı bulunan aday lokusların bulunduğu diziler ile bu dizilerin sağındaki 

ve solundaki diziler CLC Genomics Workbench paket programı kullanılarak elde edilmiştir. Cinsiyet 

ile bağlantılı bulunan SNP markörlerine ait dizilerden SNaPshot analizleri için primerler dizayn 

edilmiştir. Cinsiyet ile bağlantılı aday InDel veya yapısal değişiklik içeren lokuslardan markörlerin 

geliştirilmesinde ilgili mutasyon bölgesinin pozisyonu sekansın ortasında kalacak şekilde dizinin her 

iki tarafından ileri ve geri primerler BatchPrimer 3 (You ve ark., 2008) programı ve programın 

standart parametreleri kullanılarak dizayn edilmiş ve analizleri yapılmıştır. Cinsiyet ile bağlantılı 

markörlerin validasyonunda toplamda 100 dişi ve 100 erkek genotip (sekanslaması yapılan 

genotipler dahil) kullanılmıştır. 
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P. atlantica Genomu Kullanılarak Okumaların Hizalanması ve Filtrelenmesi 

Temizlenmiş diziler Burrows Wheeler Aligner (BWA; Li ve Durbin, 2009) programı ile P. 

atlantica referans genomlarına haritalanmış ve elde edilen SAM (Sequence Alignment Map) 

dosyaları SAMtools (Danecek ve ark., 2021) programı ile BAM (Binary Alignment Map) formatına 

çevrilmiş ve pozisyonel sıralanmıştır. Haritalanan okumalar içerisindeki duplike okumalar ve düşük 

haritalama skoru içeren hizalamalar (MQ < 20) PicardTools (Broad Institute, 2018) ile filtrelenmiştir. 

 

P. atlantica Genomu Kullanılarak Cinsiyet Spesifik Lokusların Belirlenmesi 

 Elde edilen hizalama dosyalarından (BAM) her bir birey için genom boyunca her pozisyonun 

okuma derinlikleri BAMtools (Barnett ve ark., 2011) ile hesaplanmış, Python3 programlama dili 

(Van Rossum, 2009) ve bu programa dili için geliştirilmiş Numpy (Harris ve ark., 2020) ve Pandas 

(McKinney ve ark, 2010) kütüphaneleri ile okuma derinlik değerleri 2000 bazlık aralıklarla her bir 

birey için toplanmış ve toplam okuma sayısına göre normalize edilmiştir. Normalize edilen değerler 

R (R Core Team, 2021) ortamında yazılmış diğer bir script ile her bir cinsiyete ait bireyler için 

toplanmış ve toplam okuma derinlik içinde oranlanmıştır. Bu oranlar içinde dişi veya erkek okuma 

oranı 0.9’dan büyük bulunan lokuslar cinsiyet spesifik olarak değerlendirilmiş ve bu bölgelerdeki 

dizilerden FASTA formatında dosya oluşturulmuştur. 

 

P. atlantica Genomu Kullanılarak Cinsiyet Spesifik Bölgelerin Anotasyonu 

Anotasyon çalışması ile cinsiyet ile bağlantılı bölgelerde bulunan genlere ait protein 

sekansları ile veritabanları üzerinde gerçekleştirilen analiz sonucunda bu proteinlerin; daha önce 

işlevi tanımlanmış homolog genler ile eşleştirilmesi, bu genlerin fonsiyonlarının belirlenmesi, diğer 

genler ile ilişkilerinin ve yolaklarının tespit edilmesi ile cinsiyet mekanizmasında hangilerinin nasıl 

rol aldığının veya alabileceği araştırılmıştır. 

P. atlantica’ da cinsiyet spesifik olarak belirlenen bölgelerde bulunan genler ve protein 

sekansları, Palmer ve ark. (2023) tarafından yayınlanan P. atlantica genom (BioProject: 

PRJNA661055) anotasyonundan Python ile yazılmış bir script ile ilişkilendirilerek belirlenmiştir.  

Elde edilen cinsiyet ile bağlantılı olarak belirlenen protein sekanslarının anotasyonları, 

Blast2GO programının güncellenmiş versiyonu olan OmicsBox yazılımının son sürümünün 

(OmicsBox 3.0) içerisindeki araçlar 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) veritabanları üzerinde Şekil 3.2 deki workflow çalıştırılarak yapılmıştır. 
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Şekil 3. 2. OmicsBox programında anotasyon analizleri için çalıştırılan workflow 

 

P. vera Genomu Kullanılarak Cinsiyet Spesifik Lokuslardan Primer Tasarımı ve Lokusların 

Validasyonu  

Cinsiyet spesifik olarak bulunan ve cinsiyeti %100 ayırabilen SNP lokuslarından Primer3 

(Koressaar ve ark., 2008) programı kullanılarak SNP lokusuna spesifik 12 SNaPshot primerinin 

dizaynı yapılmıştır. Validasyon aşaması öncesinde SNP lokusu içeren bölge  Çizelge 3. 3’te verilen 

protokole göre PCR da çoğaltılmıştır. Bu aşamadan sonra Çizelge 3.4’de verilen protokole göre 

SNaPshot primerleri ve boya sonlandırmalı bazlar bağlanarak ABI 3130xl cihazında Çizelge 3.5’de 

verilen mix hazırlanarak analiz edilmiştir. 

 

Çizelge 3.3. Ön PCR reaksiyonu içeriği 

Komponent 
15 µL 

Reaksiyon 

Son 

Konsantrasyon 

Phire Reaksiyon Buffer (5x) 1.5 µL 1x 

dNTP (2.5 mM) 1.2 µL 200 µM 

Outer-Primer-F (5 µM) 0.9 µL 300 nM 

Outer-Primer-R (5 µM) 0.9 µL 300 nM 

Phire Hot Start II DNA Polymerase 0.3 µL 1 rxn 

DNA (5 ng/ µL) 2.4 µL 800 pg/µL 

PCR Grade Water 7.8 µL  

 

Çizelge 3.4. SNaPshot PCR İçeriği 

Komponent 
10 µL 

Reaksiyon 

SNaPshot Multiplex Ready Reaksiyon Miksi 5 

PCR Ürünü 3 

Inner SNaPshot primerleri 1 

PCR Grade Water 1 

 

Çizelge 3.5. Kapiler Elektroforez Mix İçeriği 

Komponent 
10 µL 

Reaksiyon 

SNaPshot PCR Ürünü 2 

LIZ size standard 2 

Hi-Di formamide 6 
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P. atlantica Genomu Kullanılarak Cinsiyet Spesifik Lokuslardan Primer Tasarımı ve Lokusların 

Validasyonu  

Cinsiyet spesifik olarak değerlendirilen bu bölgelerden Primer3 (Koressaar ve ark., 2008) 

programı kullanılarak cinsiyet bölgesine spesifik 24 SCAR primerlerinin dizaynı yapılmış ve en iyi 

çalışan seçilerek, uygulanabilirliği kolay, ucuz olan agaroz jel yöntemi ile cinsiyet spesifik bölgelerin 

doğrulanması amacıyla %100 dişi ve erkek bireyleri ayıran markör geliştirilmiştir. PCR 

reaksiyonunun gerçekleştiğini kontrol etmek amacıyla aktin genini çoğaltan primerler de protokole 

dahil edilmiştir (Çizelge 3.6). 

 

Çizelge 3.6. Pistacia atlantica’da kullanılan aktin primerlerinin sekansı 

Primer Adı Primer Sekans (5’ -> 3’) 

Actin-F GTATCCACGAGACCACCTACA 

Actin-R GGAGCAACGACCTTGATCTTC 

 

Geliştirilen primerin validasyonu için öncelikle genetik kaynakta bulunan dörder adet dişi 

ve erkek genotipte yapılmış daha sonra yani toplamda 200 bitkide PCR işlemi yapılmıştır. PCR 

reaksiyonu 15µl hacimde yapılmıştır. PCR reaksiyon ve döngü koşulları Çizelge 3.7 ve Çizelge 3.8. 

’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3. 7. PCR reaksiyonu içeriği 

Komponent 
15 µL 

Reaksiyon 

Son 

Konsantrasyon 

Phire Reaksiyon Buffer (5x) 1.5 µL 1x 

dNTP (2.5 mM) 1.2 µL 200 µM 

Primer-F (5 µM) 0.9 µL 300 nM 

Primer-R (5 µM) 0.9 µL 300 nM 

Actin-F (5 µM) 0.3 µL 100 nM 

Actin-R (5 µM) 0.3 µL 100 nM 

Phire Hot Start II DNA Polymerase 0.3 µL 1 rxn 

DNA (5 ng/ µL) 2.4 µL 800 pg/µL 

PCR Grade Water 7.2 µL  

 

Çizelge 3. 8. PCR sıcaklık ve döngü koşulları 

Adım Aşama 
Sıcaklık 

(oC ) 

Süre 

(sn) 

Döngü 

Sayısı 

1 Ön Denatürasyon 98 180 1 

2 

Denatürasyon 98 5 

35 
Primerin 

Bağlanması 
58 15 

Uzama Safhası 72 5 

3 
Son Uzama 

Safhası 
72 60 1 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1. Kalite Kontrolü ve Filtrelemesi 

Sekans örneklerine ait okumaların kalite kontrolü ve filtrelemesi yapılması sonucunda 

toplam okuma sayısı 96.3 ile 113.1 milyon, toplam baz sayısı 14.4 ile 16.9, ortalama kalite skoru 

20’nin üzerinde olan baz sayısı 13.7 ile 16.7 Gb, ortalama kalite skoru 30’nin üzerinde olan baz sayısı 

12.7 ile 16 Gb arasında ve her bir genotipten ortalama kalite skoru 20’nin üzerinde 25.3X ile 30.3X 

arasında bir yoğunlukta DNA dizisi elde edilmiştir (Ek-1). 

 Tüm örneklere ait filtreleme öncesi ve sonrasındaki baz pozisyonlarına göre ortalama kalite 

skor grafiği Şekil 4.1 de ve her sekansın kalite skor dağılım grafiği Şekil 4.2 de verilmiştir. 

 

 
Şekil 4.1.  Okumaların baz pozisyonlarına göre filtreleme öncesi (solda) ve sonrası (sağda) ortalama 

kalite grafiği 

 

 
Şekil 4.2.  Okumaların ortalama kalite skoruna göre filtreleme öncesi (solda) ve sonrası (sağda) 

ortalama kalite grafiği 
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4.2. P.vera Genomuna Hizalanan Okumaların Biyoinformatik Analiz Sonuçları 

4.2.1. Siirt çeşidi referans genomu kullanılarak elde edilen analiz sonuçları 

P. atlantica türüne ait 15 dişi ve 15 erkek genotipten elde edilen DNA dizileri ayrı ayrı Siirt 

ve Bağyolu çeşidinin referans genomuna haritalanmıştır. 

 

Linux tabanlı yazılımlardan elde edilen analiz sonuçları 

Metot bölümünde belirtilen yazılımlar Linux ortamında kullanılarak Siirt genomuna 

haritalama, SNP, InDel ve SV analizleri yapılmıştır. 

 

Haritalama sonuçları 

Herbir P. atlantica genotipine ait DNA dizileri Siirt genomuna haritalanması başarıyla 

tamamlanmıştır. Herbir genotipin DNA dizilerinin Siirt çeşidi genomuna haritalanmasından elde 

edilen sonuçlar Ek-2’de verilmiştir. Haritalanan baz oranı %96.35 ile %96.83 arasında değişmiştir. 

Böylece elde edilen sekansların çok büyük oranı beklendiği gibi Siirt çeşidi genomuna 

haritalanmıştır. 

 

SNP lokusların belirlenmesi 

Dizilerin genoma haritalanması tamamlandıktan sonra her bir P. atlantica genotipinde SNP 

lokuslarının belirlenmesi aşamasına geçilmiştir. Toplam 30 genotipten elde edilen sonuçlar Ek-3’te 

verilmiştir. P. atlantica genotiplerinden elde edilen SNP sayısı 9,183,591 ile 9,997,144 arasında 

değişmiştir. Ayrıca SNP lokusları heterozigot ve homozigot olma durumlarına göre her bir genotip 

için hesaplanmıştır. En az homozigot SNP lokusu 3,321,930 ve en yüksek homozigot SNP lokusu 

ise 5,477,269 olarak belirlenmiştir. En az heterozigot SNP lokusu 4,248,792 ve en yüksek homozigot 

SNP lokusu ise 5,894,393 olarak belirlenmiştir (Ek-4).  

 

Kısa InDel lokusların belirlenmesi 

Benzer şekilde genoma haritalanması tamamlandıktan sonra her bir P. atlantica genotipinde 

kısa InDel lokusları da tespit edilmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen sonuçlar Ek-3’de verilmiştir. 

P. atlantica genotiplerinden elde edilen kısa InDel sayıları 952,465 ile 1,054,782 arasında 

değişmiştir. Kısa InDel lokusları uzunluklarına göre 1 ile 10 ve uzunlukları 10’dan büyük olan 

InDel’lerin sınıflandırılması yapılmış ve en fazla InDel sayısı bir baz değişimi ile gerçekleşen 

mutasyonlar olmuştur (Ek-5). 

 

SV lokusların belirlenmesi 

InDel lokusları tespit edildikten sonra herbir P. atlantica genotipinde yapısal değişiklikler 

belirlenmiştir. Yapısal değişiklikler uzun silme, translokasyon, duplikasyon, inversiyon ve uzun 

ekleme olarak sınıflandırılmıştır. P. atlantica genotiplerinde tüm yapısal değişikliklerin sayısı 38,520 

ile 47,240 arasında değişmiştir. Elde edilen sonuçlar Ek-3’de verilmiştir.  
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Dişi ve erkek cinsiyetlere spesifik lokusların belirlenmesi 

P. atlantica referans Siirt genomuna yapılan haritalama sonucunda SNP, InDel ve SV 

lokusları tespit edilmiştir. Toplam 15 adet dişi ve 15 adet erkek genotipinden elde edilen SNP, InDel 

ve SV lokuslarında Dişi ve Erkek genotiplerde karşılaştırma yapılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre, 

dişiye özgü SNP lokus sayısı toplam 381,375 adet, InDel lokus sayısı 36,050 adet ve SV lokus sayısı 

ise 852 adet olarak belirlenmiştir. Erkeğe özgü SNP lokus sayısı toplam 616,105 adet, InDel lokus 

sayısı 63,203 adet ve SV lokus sayısı ise 1,415 adet olarak tespit edilmiştir. Toplam 15 adet dişi ve 

15 adet erkek genotipin karşılaştırması sonucunda ortak olarak tespit edilen SNP sayısı 2,641,772 

adet, InDel sayısı 210,019 adet ve 2,341 adet ise SV belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar Ek-6’da 

verilmiştir.  

 

Windows tabanlı analizlerin sonuçları 

Genotiplerinin haritalama sonuçları 

Tez kapsamında her bir P. atlantica türüne ait genotiplerden elde edilen DNA dizilerin Siirt 

genomuna haritalanması CLC Genomic Workbench programında tamamlanmıştır. Her bir genotipin 

DNA dizilerinin Siirt çeşidi genomuna haritalanmasından elde dilen sonuçlar Ek-7’de verilmiştir. 

Haritalanan baz oranı %98.49 ile %98.89 arasında değişmiştir.  

  

SNP lokusların belirlenmesi 

Dizilerin genoma haritalanması tamamlandıktan sonra her bir P. atlantica genotipinde SNP 

lokuslarının belirlenmesi aşamasına geçilmiştir. Toplam 30 genotipten elde edilen sonuçlar Ek-8’de 

verilmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen SNP sayısı 6,211,941 ile 7,178,346 arasında değişmiştir. 

Ayrıca SNP lokusları heterozigot ve homozigot olma durumlarına göre her bir genotip için 

hesaplanmıştır. En az homozigot SNP lokusu 3,354,120 ve en yüksek homozigot SNP lokusu ise 

5,148,819 olarak belirlenmiştir. En az heterozigot SNP lokusu 1,876,925 adet ve en yüksek 

homozigot SNP lokusu ise 2,857,821 adet olarak belirlenmiştir (Ek-9). Ayrıca dişi ve erkek 

bireylerde baz değişim durumlarının (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 yapılmıştır. Örneğin; dişi genotiplerde G (Guanin) olma lokus erkek genotiplerde C 

(Sitozin) olma durumu gibi baz değişimleri tespit edilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre üç adet (Dişi-

Erkek) A-G, bir adet C-T, bir adet G-A, iki adet G-C, iki adet G-T, üç adet T-C, bir adet T-G ve bir 

adet T-A baz değişimi olan toplam 14 adet SNP lokusu tespit edilmiş ve cinsiyet kromozomu 

üzerinde belirlenen baz değişimi T-A olarak belirlenmiştir. 

 

Kısa InDel lokusların belirlenmesi 

Genotiplerin genoma haritalanması tamamlandıktan sonra her bir P. atlantica genotipinde 

kısa InDel lokusları da belirlenmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen sonuçlar Ek-8’de verilmiştir. 

Tüm genotiplerden elde edilen kısa InDel sayısı 740,771 ile 835,807 arasında değişmiştir. Kısa InDel 
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lokusları uzunluklarına göre 1 ile 10 ve uzunlukları 10’dan büyük olan InDel’lerin sınıflandırılması 

yapılmış ve en fazla InDel sayısı bir baz değişimi ile gerçekleşen varyantlarda gerçekleşmiştir (Ek-

10). 

 

Uzun indel lokusların belirlenmesi 

P. atlantica genotiplerinde kısa InDel lokusları ile birlikte her bir genotipte uzun InDel’ler de 

tespit edilmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen sonuçlar Ek-8’de verilmiştir. Tüm P. atlantica 

genotiplerinde elde edilen uzun InDel sayısı 8,178 ile 10,154 arasında değişmiştir.  

 

MNV lokusların belirlenmesi 

P. atlantica genotiplerinde kısa ve uzun InDel’lere ek olarak çoklu nükleotit değişiklikleri 

(Multi-nucleotide variants, MNV) de tespit edilmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen MNV sayısı 

330,340 ile 404,568 arasında değişmiştir (Ek-8).  

 

SV lokusların belirlenmesi 

SNP, InDel ve MNV lokusları CLC programında tespit edildikten sonra her bir P. atlantica 

genotipinde yapısal değişiklikler tespit edilmiştir. Yapısal değişiklikler CLC yazılımında; uzun 

silme, duplikasyon, inversiyon, uzun ekleme, değiştirme ve kompleks olmak üzere altı farklı 

kategoride sınıflandırılmıştır. Elde edilen tüm yapısal değişiklikler toplam olarak 

değerlendirildiğinde 15,056 ile 18,467 arasında değişmiştir. Elde edilen sonuçlar Ek-8’de 

verilmiştir.  

 

Dişi ve erkek cinsiyetlere spesifik lokusların belirlenmesi 

P. atlantica referans Siirt genomuna yapılan haritalama sonucunda SNP, InDel ve SV 

lokusları tespit edilmiştir. Toplam 15 adet dişi ve 15 adet erkek genotipinden elde edilen SNP, kısa 

ve uzun InDel ve SV lokuslarında karşılaştırması yapılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre; dişiye özgü 

SNP lokusu sayısı toplam 264,081 adet, kısa InDel lokus sayısı 39,152 adet, uzun InDel sayısı 144 

adet ve SV lokusu sayısı 82 adet olarak tespit edilmiştir. Erkeğe özgü SNP sayısı toplam 561,240 

adet, kısa InDel sayısı 85,088 adet, uzun InDel sayısı 236 adet ve SV lokusu sayısı ise 123 adet olarak 

belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar Ek-6’da verilmiştir.  

 

Linux ve Windows tabanlı analizlerin karşılaştırılması 

P. atlantica türüne ait olan genotiplerin SNP, InDel ve SV lokusları Linux tabanlı GATK 

programı ile tespit edilmiştir. Benzer şekilde her bir genotip Windows tabanlı olan CLC Genomic 

Workbench programı ile de yapılmıştır. Bu tezde her iki platform kullanılarak cinsiyet lokusları ve 

mekanizması hakkında daha fazla bilgi sahibi olmak hedeflenmişti. Bu sebeple her iki programdan 

elde edilen lokuslar karşılaştırılmış cinsiyet ayırtmaksızın sadece GATK programında belirlenebilen, 



 

23 

CLC programında tespit edilemeyen lokus sayıları ve sadece CLC programında belirlenebilen, 

GATK programında tespit edilemeyen lokus sayıları hesaplanmış ve Ek-11’de elde edilen bulgular 

verilmiştir. Sadece GATK programında belirlenen SNP sayısı 2,385,719 iken sadece CLC 

programında belirlenen SNP sayısı 335,492 olarak bulunmuştur. Her iki platformda ortak olarak 

belirlenen SNP sayısı ise 3,895,303 olarak bulunmuştur. Sadece GATK programında belirlenen 

InDel sayısı 187,309 iken, sadece CLC programında belirlenen InDel sayısı 216,676 olarak 

bulunmuştur.  Her iki platformda ortak olarak belirlenen InDel sayısı ise 331,982 olarak 

hesaplanmıştır. Sadece GATK programında belirlenen SV sayısı 6,940 iken sadece CLC 

programında belirlenen SV sayısı 466 olarak bulunmuştur.  Her iki platformda ortak olarak 

belirlenen SV sayısı ise 11 adet olarak tespit edilmiştir.  

 

4.2.2. Bağyolu Çeşidi Referans Genomu Kullanılarak Elde Edilen Analiz Sonuçları 

P. atlantica türüne ait 15 dişi ve 15 erkek genotipten elde edilen DNA dizileri ayrı ayrı 

Bağyolu antepfıstığı çeşidinin referans genomuna haritalanmıştır. 

 

Linux tabanlı yazılımlardan elde edilen analiz sonuçları 

Tez çalışmasında Linux ortamında kullanılarak Bağyolu genomuna haritalama, SNP, InDel ve 

SV analizleri yapılmıştır. 

 

Haritalama sonuçları 

Tez çalışması kapsamında her bir P. atlantica genotipine ait DNA dizileri Bağyolu genomuna 

haritalanması başarıyla tamamlanmıştır. Her bir genotipin DNA dizilerinin Bağyolu çeşidi 

genomuna haritalanmasından elde dilen sonuçlar Ek-12’de verilmiştir. Haritalanan baz oranı %96.62 

ile %97.10 arasında değişmiştir. Böylece elde edilen sekansların çok büyük oranı beklendiği gibi 

Siirt çeşidi genomuna haritalanmıştır. 

 

SNP lokusların belirlenmesi 

Dizilerin genoma haritalanması tamamlandıktan sonra herbir P. atlantica genotipinde SNP 

lokuslarının belirlenmesi aşamasına geçilmiştir. Toplam 30 genotipten elde edilen sonuçlar Ek-13’te 

verilmiştir. P. atlantica genotiplerinden elde edilen SNP sayısı 6,884,596   ile 7,984,896 arasında 

değişmiştir. Ayrıca SNP lokusları heterozigot ve homozigot olma durumlarına göre her bir genotip 

için hesaplanmıştır. En az homozigot SNP lokusu 1,889,105   ve en yüksek homozigot SNP lokusu 

ise 3,922,857 olarak belirlenmiştir. En az heterozigot SNP lokusu 4,248,792 ve en yüksek homozigot 

SNP lokusu ise 5,011,557 olarak belirlenmiştir (Ek-14). 
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Kısa InDel lokusların belirlenmesi 

Benzer şekilde genoma haritalanması tamamlandıktan sonra her bir P. atlantica genotipinde 

kısa InDel lokusları da tespit edilmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen sonuçlar Ek-13’te verilmiştir. 

P. atlantica genotiplerinden elde edilen kısa InDel sayıları 851,716 ile 950,647  arasında değişmiştir. 

Kısa InDel lokusları uzunluklarına göre 1 ile 10 ve uzunlukları 10’dan büyük olan InDel’lerin 

sınıflandırılması yapılmış ve en fazla InDel sayısı bir baz değişimi ile gerçekleşen mutasyonlar 

olmuştur (Ek-15). 

 

SV Lokusların Belirlenmesi 

InDel lokusları tespit edildikten sonra herbir P. atlantica genotipinde yapısal değişiklikler 

belirlenmiştir. Yapısal değişiklikler uzun silme, translokasyon, duplikasyon, inversiyon ve uzun 

ekleme olarak sınıflandırılmıştır. P. atlantica genotiplerinde tüm yapısal değişikliklerin sayısı 30,668 

ile 40,681 arasında değişmiştir. Elde edilen sonuçlar Ek-13’de verilmiştir.  

 

Dişi ve erkek cinsiyetlere spesifik lokusların belirlenmesi 

P. atlantica referans Bağyolu genomuna yapılan haritalama sonucunda SNP, InDel ve SV 

lokusları tespit edilmiştir. Toplam 15 adet dişi ve 15 adet erkek genotipinden elde edilen SNP, InDel 

ve SV lokuslarında Dişi ve Erkek genotiplerde karşılaştırma yapılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre, 

dişiye özgü SNP lokus sayısı toplam 321,995 adet, InDel lokus sayısı 32,513 adet ve SV lokus sayısı 

ise 486 adet olarak belirlenmiştir. Erkeğe özgü SNP lokus sayısı toplam 517,703 adet, InDel lokus 

sayısı 56,341 adet ve SV lokus sayısı ise 785 adet olarak tespit edilmiştir. Toplam 15 adet dişi ve 15 

adet erkek genotipin karşılaştırması sonucunda ortak olarak tespit edilen SNP sayısı 1,431,579 adet, 

InDel sayısı 151,030 adet ve 1,037 adet ise SV belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar Ek-16’da 

verilmiştir.  

 

Windows tabanlı analizlerin sonuçları 

Haritalama sonuçları 

Herbir P. atlantica türüne ait genotiplerden elde edilen DNA dizilerin Bağyolu genomuna 

haritalanması CLC Genomic Workbench programında tamamlanmıştır. Her bir genotipin DNA 

dizilerinin Siirt çeşidi genomuna haritalanmasından elde dilen sonuçlar Ek-17’de verilmiştir. 

Haritalanan baz oranı %98.45 ile %98.78 arasında değişmiştir.  

 

SNP lokusların belirlenmesi 

Dizilerin genoma haritalanması tamamlandıktan sonra her bir P. atlantica genotipinde SNP 

lokuslarının belirlenmesi aşamasına geçilmiştir. Toplam 30 genotipten elde edilen sonuçlar Ek-18’de 

verilmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen SNP sayısı 4,342,400 ile 5,548,428 arasında değişmiştir. 

Ayrıca SNP lokusları heterozigot ve homozigot olma durumlarına göre her bir genotip için 
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hesaplanmıştır. En az homozigot SNP lokusu 1,976,193 ve en yüksek homozigot SNP lokusu ise 

3,718,827 olarak belirlenmiştir. En az heterozigot SNP lokusu 1,728,482 adet ve en yüksek 

heterozigot SNP lokusu ise 2,366,207 adet olarak belirlenmiştir (Ek-19). Ayrıca dişi ve erkek 

bireylerde baz değişim durumlarının (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 yapılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre (Dişi-Erkek) A-C, A-G ve T-C baz değişimi 

olan toplam üç adet SNP lokusu tespit edilmiştir. 

 

Kısa InDel lokusların belirlenmesi 

Genotiplerin genoma haritalanması tamamlandıktan sonra her bir P. atlantica genotipinde 

kısa InDel lokusları da belirlenmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen sonuçlar Ek-18’de verilmiştir. 

Tüm genotiplerden elde edilen kısa InDel sayısı 660,149 ile 744,881   arasında değişmiştir. Kısa 

InDel lokusları uzunluklarına göre 1 ile 10 ve uzunlukları 10’dan büyük olan InDel’lerin 

sınıflandırılması yapılmış ve en fazla InDel sayısı bir baz değişimi ile gerçekleşen varyantlarda 

gerçekleşmiştir (Ek-20). 

 

Uzun InDel lokusların belirlenmesi 

P. atlantica genotiplerinde kısa InDel lokusları ile birlikte her bir genotipte uzun InDel’ler de 

tespit edilmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen sonuçlar Ek-18’de verilmiştir. Tüm P. atlantica 

genotiplerinde elde edilen uzun InDel sayısı 7,755 ile 10,656 arasında değişmiştir.  

 

MNV lokusların belirlenmesi 

P. atlantica genotiplerinde kısa ve uzun InDel’lere ek olarak çoklu nükleotit değişiklikleri 

(Multi-nucleotide variants, MNV) de tespit edilmiştir. Tüm genotiplerden elde edilen MNV sayısı 

210,205 ile 282,909 arasında değişmiştir (Ek-18).  

 

SV lokusların belirlenmesi 

SNP, InDel ve MNV lokusları CLC programında tespit edildikten sonra her bir P. atlantica 

genotipinde yapısal değişiklikler tespit edilmiştir. Yapısal değişiklikler CLC yazılımında; uzun 

silme, duplikasyon, inversiyon, uzun ekleme, değiştirme ve kompleks olmak üzere altı farklı 

kategoride sınıflandırılmıştır. Elde edilen tüm yapısal değişiklikler toplam olarak 

değerlendirildiğinde 13,754 ile 18,923 arasında değişmiştir. Elde edilen sonuçlar Ek-18’de 

verilmiştir.  

 

Dişi ve Erkek Cinsiyetlere Spesifik Lokusların Belirlenmesi 

P. atlantica referans Bagyolu genomuna yapılan haritalama sonucunda SNP, InDel ve SV 

lokusları tespit edilmiştir. Toplam 15 adet dişi ve 15 adet erkek genotipinden elde edilen SNP, kısa 

ve uzun InDel ve SV lokuslarında karşılaştırması yapılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre; dişiye özgü 
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SNP lokusu sayısı toplam 199,719 adet, kısa InDel lokus sayısı 31,428 adet, uzun InDel sayısı 107 

adet ve SV lokusu sayısı 65 adet olarak tespit edilmiştir. Erkeğe özgü SNP sayısı toplam 397,040 

adet, kısa InDel sayısı 62,711 adet, uzun InDel sayısı 164 adet ve SV lokusu sayısı ise 110 adet olarak 

belirlenmiştir. Toplam 15 adet dişi ve 15 adet erkek genotipin karşılaştırması sonucunda ortak olarak 

tespit edilen SNP sayısı 809,321 adet, kısa InDel sayısı 131,723 adet, uzun InDel sayısı 99 adet ve 

SV sayısı 99 adet olarak belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar Ek-16’da verilmiştir.   

 

Linux ve Windows tabanlı analizlerin karşılaştırılması 

P. atlantica türüne ait olan genotiplerin SNP, InDel ve SV lokusları tespiti Linux tabanlı 

GATK programında ve windows tabanlı olan CLC Genomic Workbench programında yapılmıştır. 

Her iki programdan elde edilen lokuslar karşılaştırılmış cinsiyet ayırtmaksızın sadece GATK 

programında belirlenebilen, CLC programında tespit edilemeyen lokus sayıları ve sadece CLC 

programında belirlenebilen, GATK programında tespit edilemeyen lokus sayıları hesaplanmış ve 

Ek-21’de elde edilen bulgular verilmiştir. Sadece GATK programında belirlenen SNP sayısı 

1,644,014 iken, sadece CLC programında belirlenen SNP sayısı 156,561 olarak bulunmuştur. Her 

iki platformda ortak olarak belirlenen SNP sayısı ise 2,058,841 olarak bulunmuştur. Sadece GATK 

programında belirlenen InDel sayısı 146,882 iken sadece CLC programında belirlenen InDel sayısı 

113,554 olarak bulunmuştur.  Her iki platformda ortak olarak belirlenen InDel sayısı ise 244,029 

olarak bulunmuştur. Sadece GATK programında belirlenen SV sayısı 3,342 iken sadece CLC 

programında belirlenen SV sayısı 370 olarak bulunmuştur.  Her iki platformda ortak olarak 

belirlenen SV sayısı ise 3 adet olarak tespit edilmiştir.  

 

4.2.3. Linux İşletim Sisteminde Elde Edilen Verilerin Genom Anotasyon Sonuçları 

Elde edilen SNP, InDel ve yapısal değişikliklerin (SV’lerin) Siirt ve Bağyolu genomlarındaki 

anotasyonları yapılmıştır. SNP, InDel ve yapısal değişikliklerin anotasyonları UTR5, UTR3, 

UTR5;UTR3, ekzonik, splicing, upstream, downstream, upstream;downstream, intronic, intergenik, 

ncRNA_ekzonik ve diğerleri olarak sınıflandırılmıştır. Kodlanan bölgede olan SNP’ler ayrıca amino 

asit dizisini değiştirme durumuna göre nonsynonymous ve synonymous olarak sınıflandırılmıştır. 

InDel’lerin gen bölgelerindeki anotasyonları ayrıca çerçeve kaymasına göre frameshift ve non-

frameshift olarak sınıflandırılmıştır. SNP ve InDel’ler ayrıca stop kodon ekleme çıkarma durumuna 

göre (stop gain/stop loss) de değerlendirilmiştir.   

 

Siirt Genomu Anotasyon Sonuçları 

SNP’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 7,106,244 ile 

7,822,086 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri izlemiştir. 

Intron bölgelerinde sayı genotipe göre değişmek üzere 808,253 ile 866,101 arasında değişim 

göstermiştir. Ekzon bölgelerindeki SNP sayıları ise 325,332 ile 350,185 arasında değişmiştir (Ek-
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22). Ekzon bölgelerindeki nonsynonymous SNP’ler synonymous SNP’lere göre daha fazla sayıda 

bulunmuştur. Ayrıca ekzon bölgelerindeki SNP’lerde stop kodon ekleme (stopgain), çıkarma 

(stoploss) durumuna göre daha fazla bulunmuştur (Ek-23).  

InDel’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 639,833 ile 

707,232 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri izlemiştir. 

Intron bölgelerinde ise sayı 130,709 ile 142,958 arasında değişim göstermiştir. Ekzon bölgelerindeki 

InDel sayıları genotipten genotipe değişmek üzere 16,261 ile 17,779 arasında değişmiştir (Ek-24). 

Ekzon bölgelerindeki InDel’lerin sınıflandırılmasında ise çerçeve kayması ekleme ve silinmelerden 

daha fazla olduğu belirlenmiştir. Ayrıca ekzon bölgelerindeki InDel’lerde stop kodon ekleme 

(stopgain), çıkarma (stoploss) durumuna göre daha fazla olduğu belirlenmiştir (Ek-25).  

Yapısal değişiklikler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 

19,040 ile 22,558 arasında değişmiştir. Bunu ekzon ve intron bölgeleri izlemiştir.  Ekzon 

bölgelerindeki yapısal değişiklik sayısı genotipten genotipe değişmek üzere 7,345 ile 9,425 arasında 

değişmiştir. Intron bölgelerinde ise 3,227 ile 3,976 arasında değişim göstermiştir (Ek-26).  

 

Bağyolu Genomu Anotasyon Sonuçları 

SNP’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 5,000,559 ile 

5,811,647 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri 

izlemiştir.  Intron bölgelerinde ise 741,795 ile 861,851 arasında değişim göstermiştir. Ekzon 

bölgelerindeki SNP sayıları genotipten genotipe değişmek 320,103 ile 375,284 arasında değişmiştir 

(Ek-27). Ekzon bölgelerindeki nonsynonymous SNP’ler synonymous SNP’lere göre daha fazla 

sayıda bulunmuştur. Ayrıca ekzon bölgelerindeki SNP’lerde stop kodon ekleme (stopgain), çıkarma 

(stoploss) durumuna göre daha fazla bulunmuştur (Ek-28).  

InDel’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 554,741 ile 

616,796 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri 

izlemiştir.  Intron bölgelerinde ise 122,635 ile 136,539 arasında değişim göstermiştir. Ekzon 

bölgelerindeki InDel sayıları genotipten genotipe değişmek üzere 20,084 ile 22,719 arasında 

değişmiştir (Ek-29). Ekzon bölgelerindeki InDel’lerin sınıflandırılmasında ise çerçeve kayması 

ekleme ve silinmeler daha fazla olduğu belirlenmiştir. Ayrıca ekzon bölgelerindeki InDel’lerde stop 

kodon ekleme (stopgain), çıkarma (stoploss) durumuna göre daha fazla olduğu belirlenmiştir (Ek-

30).  

Yapısal değişiklikler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 

11,818 ile 15,400 arasında değişmiştir. Bunu ekzon ve intron bölgeleri izlemiştir.  Ekzon 

bölgelerindeki yapısal farklılık genotipten genotipe değişmek üzere 10,277 ile 13,984 arasında 

değişmiştir. Intron bölgelerinde ise 2,264 ile 2,946 arasında değişim göstermiştir (Ek-31).  
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4.2.4 Windows İşletim Sisteminde Elde Edilen Verilerin Genom Anotasyon Sonuçları 

Siirt Genomu Anotasyon Sonuçları 

SNP’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 4,573,187 ile 

5,366,038 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri izlemiştir. 

İntron bölgelerinde sayı genotipe göre değişmek üzere 631,128 ile 709,085 arasında değişim 

göstermiştir. Ekzon bölgelerindeki SNP sayıları ise 243,514 ile 271,264 arasında değişmiştir (Ek-

32). Ekzon bölgelerindeki non-synonymous SNP’ler synonymous SNP’lere göre daha fazla sayıda 

bulunmuştur. Ayrıca ekzon bölgelerindeki SNP’lerde stop kodon ekleme (stopgain), çıkarma 

(stoploss) durumuna göre daha fazla bulunmuştur (Ek-33).  

Kısa InDel’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 

721,497 ile 842,999 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri 

izlemiştir. İntron bölgelerinde ise sayı 138,027 ile 155,452 arasında değişim göstermiştir. Ekzon 

bölgelerindeki kısa InDel sayıları genotipten genotipe değişmek üzere 17,723 ile 20,402 arasında 

değişmiştir (Ek-34). Ekzon bölgelerindeki kısa InDel’lerin sınıflandırılmasında ise çerçeve kayması 

olmayan MNV’ler diğerlerinden daha fazla olduğu belirlenmiştir. Ayrıca ekzon bölgelerindeki kısa 

InDel’lerde stop kodon ekleme (stopgain), çıkarma (stoploss) durumuna göre daha fazla olduğu 

belirlenmiştir (Ek-35).  

Uzun InDel’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 4,497 

ile 5,683 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri izlemiştir. 

İntron bölgelerinde ise sayı 1,920 ile 2,431 arasında değişim göstermiştir. Ekzon bölgelerindeki uzun 

InDel sayıları genotipten genotipe değişmek üzere 314 ile 388 arasında değişmiştir (Ek-36). Ekzon 

bölgelerindeki uzun InDel’lerin sınıflandırılmasında ise çerçeve kayması silinmeler çerçeve kayması 

eklemeden daha fazla olduğu belirlenmiştir. Ayrıca ekzon bölgelerindeki uzun InDel’lerde stop 

kodon ekleme), çıkarma durumuna göre daha fazla olduğu belirlenmiştir (Ek-37).  

Yapısal değişiklikler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 

3,560 ile 4,458 arasında değişmiştir. Bunu intron ve ekzon bölgeleri izlemiştir.  İntron bölgelerinde 

ise 1,618 ile 1,963 arasında değişim göstermiştir. Ekzon bölgelerindeki yapısal değişiklik sayısı 

genotipten genotipe değişmek üzere 185 ile 221 arasında değişmiştir (Ek-38).  

 

Bağyolu Genomu Anotasyon Sonuçları 

SNP’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 3,016,835 ile 

3,888,024 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri izlemiştir.  

İntron bölgelerinde ise 515,441 ile 643,544 arasında değişim göstermiştir. Ekzon bölgelerindeki SNP 

sayıları genotipten genotipe farklılık göstererek 214,305 ile 268,748 arasında değişmiştir (Ek-39). 

Ekzon bölgelerindeki non-synonymous SNP’ler synonymous SNP’lere göre daha fazla sayıda 

bulunmuştur. Ayrıca ekzon bölgelerindeki SNP’lerde stop kodon ekleme), çıkarma durumuna göre 

daha fazla bulunmuştur (Ek-40).  
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Kısa InDel’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 

570,259 ile 670,779 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri 

izlemiştir. İntron bölgelerinde ise sayı 121,179 ile 141,536 arasında değişim göstermiştir. Ekzon 

bölgelerindeki kısa InDel sayıları genotipten genotipe farklılık göstererek 19,947 ile 24,630 arasında 

değişmiştir (Ek-41). Ekzon bölgelerindeki kısa InDel’lerin sınıflandırılmasında ise çerçeve kayması 

olmayan MNV’ler diğerlerinden daha fazla olduğu belirlenmiştir. Ayrıca ekzon bölgelerindeki kısa 

InDel’lerde stop kodon ekleme çıkarma durumuna göre daha fazla olduğu belirlenmiştir (Ek-42).  

Uzun InDel’ler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 4,175 

ile 6,166 arasında değişmiştir. Bunu intron, upstream, downstream ve ekzon bölgeleri izlemiştir. 

Intron bölgelerinde ise sayı 1,767 ile 2,185 arasında değişim göstermiştir. Ekzon bölgelerindeki uzun 

InDel sayıları genotipten genotipe değişmek üzere 283 ile 404 arasında değişmiştir (Ek-43). Ekzon 

bölgelerindeki uzun InDel’lerin sınıflandırılmasında ise çerçeve kayması silinmeler ve çerçeve 

kayması olmayan silinmeler diğerlerinden daha fazla olduğu belirlenmiştir. Ayrıca ekzon 

bölgelerindeki uzun InDel’lerde stop kodon ekleme çıkarma durumuna göre daha fazla olduğu 

belirlenmiştir (Ek-44).  

Yapısal değişiklikler en fazla intergenik bölgelerde belirlenmiştir. Genotiplere göre sayıları 

3,072 ile 4,579 arasında değişmiştir. Bunu intron ve ekzon bölgeleri izlemiştir.  Intron bölgelerinde 

ise 1,293 ile 1,652 arasında değişim göstermiştir. Ekzon bölgelerindeki yapısal değişiklik sayısı 

genotipten genotipe farklılık göstererek 154 ile 242 arasında değişmiştir (Ek-45).  

 

4.3. P. atlantica Türünde Cinsiyet ile Bağlantılı Lokusların Validasyonu 

Cinsiyetle ilişkili olan 28 SNP bölgesinden SNaPshot analizinde kullanmak üzere primer 

tasarımı BatchPrimer 3 programı ile yapılmıştır. Sentezi yapılan ileri ve geri primerler tür 

içerisindeki 4 adet dişi ve 4 adet erkek genotipte doğrulaması yapılmıştır. Doğrulama sonucunda test 

edilen toplam 10 adet SNP lokusundan 4 adet cinsiyet lokusu aday olarak belirlenmiştir. Aday 

lokuslara ait dişi ve erkek bireylerin elektroferogram görüntüsü Şekil 4.3’de verilmiştir. 
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Şekil 4.3. P. atlantica türünde doğrulaması yapılan aday lokusların elektroferogram görüntüsü 

 

4.4. P. atlantica Genomuna Hizalanan Okumaların Biyoinformatik Analiz Sonuçları 

Hizalama sonucunda hizalanan okuma sayısı 94.949.258 ile 11.593.041, hizalanan okuma 

oranı %98.3 ile %99.2, haritalama skoru 20’den yüksek okuma sayısı 77.535.708 ile 93.643.745, 

haritalama skoru 20’den yüksek okuma oranı %80.5 ile %83.5 arasında değişmiştir (Ek-46). 

 

4.4.1 Dişi Spesifik Lokusların Belirlenmesi  

P. atlantica türüne ait 15 dişi ve 15 erkek genotipine ait sekans dizileri P. atlantica 

genomuna hizalanmış ve genom boyunca okuma derinlik değerleri elde edilmiştir. Python (Rossum 

ve ark., 2009) programlama dili kullanılarak yazılan bir script ile okuma derinlik değerleri 2000 

bazlık aralıklarla her bir birey için toplanmış ve toplam okuma sayısına göre normalize edilmiştir. 

Normalize edilen değerler R (R Core Team, 2021) ortamında yazılmış diğer bir script ile cinsiyet 

kromozomu olarak tanımlanan Pa_14.1 ve Pa_14.2 için görselleştirilmiştir (Şekil 4.4 ve Şekil 4.5). 

Dişi ve erkek okuma derinlik (2000 bazlık aralıklarla toplanmış) değerleri her bir cinsiyete ait 

bireyler için toplanmış ve toplam okuma derinlik içinde oranlanmıştır. Bu oranlar içinde dişilere ait 

0.9 (F/(F+M)) üzerinde 201 lokus belirlenmiş ve bu lokusların hepsinin P. atlantica genomunda 

kromozom 14.2’de olduğu tespit edilmiştir (Ek-47). Dişi spesifik olarak belirlenen bir lokusun IGV 

görüntüsü Şekil 4.6’da gösterilmiştir. Erkek bireylerin ise 0.9 (M/(F+M)) üzerinde lokus 

bulunamamıştır. 

Cinsiyet spesifik olarak belirlenen bu lokusların başlangıç ve bitiş pozisyonları kullanılarak 

Python programlama dili ile yazılan bir script ile FASTA dosya formatında toplanmış ve cinsiyet 

spesifik lokuslar olarak saklanmıştır. 
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Şekil 4.4.  P. atlantica genomuna align edilmiş okumaların kromozom 14.1’ deki okuma derinlik  

oran(F/(F+M)) grafiği  
 

 
Şekil 4.5.  P. atlantica genomuna align edilmiş okumaların kromozom 14.2’ deki okuma derinlik 

oran(F/(F+M)) grafiği 
 

 
Şekil 4.6.  P. atlantica türüne ait örnek dişi spesifik bir bölgenin IGV görüntüsü (*Dişi bireylere 

ait okuma derinlik grafiği kırmızı, erkek bireylere ait okuma derinlik grafiği ise mavi ile 

gösterilmiştir) 
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4.4.2 Dişi Spesifik Lokuslarının Validasyonu 

P. atlantica türünde toplamda cinsiyetle ilişkili bölgelerden 24 SCAR primeri tasarlanmış 

ve ön taramada 4 dişi 4 erkek bireyde en iyi ve en doğru çalışan primer belirlenmiştir. En iyi çalışan 

primer çifti kullanılarak 100 dişi ve 100 erkek bireyde doğrulanmış ve 24 dişi, 22 erkek bireyde 

yapılan PCR sonucunda agaroz jeldeki görüntüsü Şekil 4.9’da verilmiştir. Primerler tasarlanırken 

dişi spesifik bölgelerin çoğaltılması hedeflendiği için reaksiyonun çalıştığının kontrol edilmesi 

amacıyla aktin genine ait bölgeyi çoğaltan primer (Çizelge 3.6) de reaksiyona dahil edilmiştir. Şekil 

4.7’de jel görüntüsünde de görüldüğü gibi ≈450 bp uzunluğunda sadece dişi bireylerde görülen bant 

tespit edilmiştir. 

 

 
Şekil 4.7.  P. atlantica türünde 24 Dişi ve 22 Erkek bireye ait örneklerin cinsiyet markörünün agaroz 

jel görüntüsü  

 

4.4.3 Anotasyon Sonuçları 

P. atlantica türünde yapılan anotasyon sonucunda dişi spesifik olarak 209 lokusun 37 gen 

bölgesinde olduğu tespit edilmiştir (Ek-47). Bu genlerin 16 tanesi Plant Reactome üzerinde belli 

yolaklar üzerinde tanımlanmıştır (Çizelge 4.1). 

GO anotasyonu sonucunda; 26 tanesi hizalanmış, haritalanmış ve anote edilebilmiş, 1 tanesi 

hizalanmış ve haritalanmış, 9 tanesi hizalanmış ve 1 tanesi tanımlanamamıştır (Ek-48). InterPro 

anotasyonu sonucunda; 26 tanesi tanımlanmış ve 7 tanesi tanımlanamamıştır (Ek-49). EggNOG 

anotasyonu sonucunda; 21 tanesinin KEGG anotasyonları tanımlanmış, 16 tanesinin KEGG 

anotasyonu tanımlanamamış (Ek-50), anotasyonları yapılan proteinlerden ise 10 tanesinin gen adı 

ve EggNOG tanımlaması yapılabilmiştir (Çizelge 4.2). 

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

Development” yolağında olduğu tespit edilmiştir (Çizelge 4.1).  

 

Çizelge 4.1. Plant Reactome anotasyon sonuçları 

Yolak Yolak ID Tür 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 I R-FVE-1119631 Fragaria vesca 1 

Flower development R-OSA-9609102 Oryza sativa 8 
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Çiçek gelişiminde tanımlanan bu yolaktaki genlerin tamamının SPW1(Sinonim/Homolog: 

APETALA3(AP3), SUPERWOMAN1, OsMADS16)  geni ile benzer olduğu bulunmuştur (Şekil 

4.8).Bu genin pirinç bitkisinde çiçek oluşum aşamasında anter ve lodikül gelişiminde rol oynadığı 

Nagasawa ve ark. (2003) tarafından belirlenmiş ve bu gende meydaha gelen mutasyonun anter ve 

lodiküllerin oluşması yerine, karpel ve palea-benzeri organ oluşuma sebep verdiğini bildirmiştir. 

 

 
Şekil 4.8.  OmicsBox Programında P. atlantica Anotasyonu için yapılmış pathway analizinde 

Flower development yolağı için Plant Reactome Veritabanı Sonuçları  

 

EggNOG anotasyonu sonucunda Arabidopsis thaliana türünde tanımlanan genler 

incelendiğinde en fazla anote edilen gen ve tanımlamanın “Floral homeotic protein” tanımı altında 

SPW1 homoluğu AP3 (APETALA 3), ve TM6 genleri için yapılmıştır (Çizelge 4. 2). 

 

Çizelge 4.2. EggNOG ile belirlenen gen ve açıklamaları 

Protein ID Gen Adı EggNOG Tanımlaması 

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 WD40 repeats 
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PISTILLATA ve APETALA3 (PI/AP3) genleri, stamenlerin (sınıf-B MADS-box genleri) 

oluşumu için gerekli olan bir çift MADS-box genidir ve eksprese edildikleri yerde karpeller oluşmaz. 

Bu nedenle, PI/AP3'ün yapısal aşırı ekspresyonunun, erkek kavaklarda görüldüğü gibi, yalnızca dişi 

çiçeklerde exprese olması beklenmektedir (Cronk ve ark., 2020). Dişi çiçek oluşumda etkili faktör 

ARR17 geni bu nedenle, PI/AP3'ün ifadesini lokal olarak bloke etmek, stamenlerin gelişimini 

engellemek ve (dişi çiçeklerde olduğu gibi) karpellerin oluşmasına izin vermek olabilir. Jack ve ark. 

(1992) AP3 geninin homeotik mustasyonu durumunda petallerin sepallere ve anterlerin karpellere 

dönüştüğünü bildirmiştir. Benzer şekilde Cao ve ark. (2019) domates bitkisinde TM6 geninin anter 

gelişiminde rol oynadığını ve domateste erkek kısırlığa sebep olduğunu bildirmiştir. Diğer bir 

çalışmada, çilek türünde TM6 geninin stamen ve petal organlarında daha çok ekspre olduğu tespit 

edilmiştir. Quinet ve ark. (2014) domates bitkisinde AP3 geninin bir ortoloğunun antersiz çiçek 

gelişimine neden olduğunu göstermişlerdir. 

Bu anotasyon sonuçları değerlendirildiğinde P. atlantica’ da dişi spesifik bölgelerde SPW1, 

AP3 ve TM6 genlerinin homoloğu homeotik bir gen yada genler tarafından cinsiyet mekanizmasının 

oluştuğu düşünülmektedir.  
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Yeni nesil sekanslama teknolojisindeki son yıllardaki ilerlemeler kısa sürede yüksek oranda 

veri elde edilmesini sağlamaktadır. Ayrıca sekanslama birim fiyatları her geçen gün ucuzlamaktadır. 

Bu teknoloji ile genomu yüksek oranda kapsayacak şekilde sekanslama yapılabilmektedir. Bu sayede 

genom boyunca bulunan farklılıklar (SNP, indel, Structure varyant) yüksek doğrulukla tespit 

edilebilmektedir. Bu çalışma ile yeni nesil sekanslama ile ülkemizde yaygın olarak yetişen Pistacia 

türlerinde cinsiyet ile bağlantılı DNA markörlerinin geliştirilmesi ve cinsiyet kromozom 

mekanizmasının ortaya çıkarılması amaçlanmıştır. 

Bu amaçla elde edilen sonuçlar aşağıda özetlenmiştir.  

1. Bu çalışma kapsamında resequencing yaklaşımı ile nesil sekanslama cihazında PE150 (çift 

yönlü), adaptörler, kısa diziler sonra 13.7 Gb ile 16.7 Gb arasında her bir genotipten temiz DNA 

dizisi elde edilmiştir. P. vera ve P. atlantica genom büyüklüklerinin sırasıyla 600Mb ve 530 Mb 

civarında olarak hesaplandığında, her bir genotipten 25X ile 30X arasında bir yoğunlukta DNA dizisi 

elde edilmiştir.  

2. P. vera genomu kullanılarak Linux tabanlı yazılımlar kullanıldığında; P. atlantica türüne 

ait dişi ve erkek genotiplerine ait resequencing dizileri Siirt genomuna haritalandığında haritalanan 

baz oranı %96.35 ile %96.83 arasında değişmiştir. Ayrıca bulunan SNP sayısı 9,183,591 ile 

9,997,144 arasında, kısa InDel sayıları ise 952,465 ile 1,054,782 arasında, yapısal değişikliklerin 

sayısı 38,520 ile 47,240 arasında ve tüm yapısal değişikliklerin sayısı 30,668 ile 40,681 arasında 

değişmiştir. 

3. P. vera genomu kullanılarak Linux tabanlı yazılımlar kullanıldığında; P. atlantica türüne 

ait dişi ve erkek genotiplerine ait resequencing dizileri Bağyolu genomuna haritalandığında 

haritalanan baz oranı %96.62 ile %97.10 arasında, sayısı 6,884,596 ile 7,984,896 arasında, kısa  

InDel sayıları 851,716 ile 950,647  arasında ve tüm yapısal değişikliklerin sayısı 30,668 ile 40,681 

arasında değişmiştir.  

4. P. vera genomu kullanılarak Windows tabanlı yazılımlar kullanıldığında; P. atlantica 

türüne ait dişi ve erkek genotiplere ait resequencing dizileri Siirt genomuna haritalandığında 

haritalanan baz oranı %98.45 ile %98.78 arasında, SNP sayısı 4.,342.,400 ile 5,548,428 arasında, 

kısa InDel sayısı 660,149 ile 744,881   arasında ve tüm yapısal değişikliklerin sayısı 13,754 ile 18,923 

arasında değişmiştir.  

5. P. vera genomu kullanılarak Windows tabanlı yazılımlar kullanıldığında; P. atlantica 

türüne ait dişi ve erkek genotiplerine ait resequencing dizileri Bağyolu genomuna haritalandığında 

haritalanan baz oranı %98.45 ile %98.78 arasında, SNP sayısı 4,342,400 ile 5,548,428 arasında, kısa 

InDel sayısı 660,149 ile 744,881, uzun InDel sayısı 7,755 ile 10,656 arasında ve tüm yapısal 

değişikliklerin sayısı 13,754 ile 18,923 arasında değişmiştir. 



 

36 

6. P. atlantica türüne ait 15 dişi ve 15 erkek genotipine ait sekans dizileri P. atlantica 

genomuna hizalanmış ve genom boyunca okuma derinlik değerleri analiz edildiğinde dişilere ait 0.9 

okuma derinlik oranı (F/(F+M)) üzerinde 201 lokus belirlenmiş ve bu lokusların hepsinin P. atlantica 

genomunda kromozom 14.2’de olduğu tespit edilmiştir. Erkek bireylerin ise 0.9 okuma derinlik oranı 

(M/(F+M)) üzerinde lokus bulunamamıştır. 

7. Cinsiyet ile ilişkili olarak belirlenen lokuslar üzerinde yapılan fonksiyonel anotasyonlar 

sonucunda bu lokuslarda çiçek gelişimi ve çiçekteki organların farklılaşması ile ilgili gen ve yolaklar 

tespit edilmiştir. 

8. P. atlantica’da cinsiyet ile ilişkili lokuslar incelendiğinde dişi bireylerin cinsiyete spesifik 

bölgelere sahip olmaları nedeniyle P. atlantica’nın ZW/ZZ cinsiyet sistemi sahip olduğu tespit 

edilmiştir. 

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde, ZW cinsiyet kromozomuna sahip 

P. atlantica türünde Z ve W kromozomlarının ayrı ayrı DNA dizilerinin çıkarılması ve cinsiyeti 

belirleyen gen veya genlerin belirlenmesi bundan sonra öncelikli olarak yapılacak çalışmalar 

arasında yer almalıdır. Ayrıca kültür antepfıstığı için anaç ıslahı çalışmalarında türlerarası 

melezlemeler yaygın olarak yapıldığı için P. integerrima, P. atlantica, P. eurycarpa, P. khinjuk, P. 

terebinthus ve P. vera gibi antepfıstığına anaç olarak kullanılabilecek türlerin hepsinde tek bir 

markör ile cinsiyeti ayırabilmek için çalışmaların yapılması yararlı olacaktır.   
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