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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ZEYTINDE (Olea europaea L.) YENI NESIL DNA DIZILEME TEKNOLOJISI iLE
GELISTIRILEN SNP MOLEKULER ISARETLEYICILERINE DAYALI GENETIK
HARITANIN OLUSTURULMASI

Kiibra YILMAZ

Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damsman: Dog. Dr. Ahmet IPEK

Bu arastirmada zeytin bitkisinin Yeni Nesil Sekanslama ile DNA dizilemesi sonrasi
SNP molekiiler isaretleyicilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Arastirmada Gemlik ve
Edincik Su zeytin ¢esitleri ve bunlarin 121 adet melezi kullanilmistir. Bu bitkilerden
yaprak ornekleri alinmig ve DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Herbir ebeveyn ve 121
adet melez bitkiden 50 ng DNA oOrnegi GBS analizi icin Wisconsin Universitesi
Biyoteknoloji Laboratuvari’na gonderilmistir. ApeKI restriksiyon enzimi ile kesilerek
DNA parcalarina adaptorler ve barkod niikleotidler eklendikten sonra bu DNA
parcalarinin niikleotid dizileri Illumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA) cihazi
kullanilarak belirlenmistir. DNA parcalarina ait SNP molekiiler isaretleyicileri ‘Stacks’
bilgisayar programi kullanilarak tespit edilmistir. Elde edilen SNP molekiiler
isaretleyicileri arasindaki genetik baglanti ‘JoinMap 3.0’ programi kullanilarak
belirlenmistir. Olusturulan genetik baglanti haritasinda 25 adet Baglanti Grubu (LG)
belirlenmis, sayilar1 58 ve 361 arasinda degisen ve toplam 5 736 adet SNP molekiiler
isaretleyicisi harita lizerine yerlestirilmistir. Baglant1 gruplarinin toplam uzunlugu 3 049
cM olarak tespit edilmistir. Haritanin biitiinii ele alindiginda molekiiler isaretleyiciler
arast maksimum mesafe 9 cM, her bir molekiiler isaretleyici arasindaki ortalama
mesafe 0.61 c¢cM olarak belirlenmistir. Daha 6nce zeytin bitkisine ait SNP tabanli bir
genetik baglant1 haritas1 gelistirilmediginden yaptigimiz ¢alisma diinya genelinde bir ilk
olmustur. Olusturulan bu harita 6nemli ekonomik karakterlerin belirlenmesi amaciyla
yapilacak QTL ¢alismalarina yardimct olacaktir.

Anahtar Kelimeler : Zeytin, Yeni Nesil Sekanslama, GBS, SNP, Genetik Baglanti, de
novo Genetik Haritalama
2016, X1 + 36 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

Development of SNP Markers Using Next Generation DNA Sequencing Technologies
and Construction of a SNP Based Genetic Map in Olive

Kiibra YILMAZ

Uludag University
Graduate School of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet IPEK

In the present research, we aimed SNP discovery via Next Generation DNA sequencing
Technology. In this study 50 ng DNA isolated from each 121 cross-pollinated full-sib
F1 progeny between the olive cultivars ‘Gemlik’ and ‘Edincik Su’ and sent to
Wisconsin University Biotechnology Center for analysis. DNA fragments identified by
llumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA) with adding barcodes and adaptor
nucleotides after ApeKl enzyme restriction. SNP discovery implemented in the
computer program ‘Stacks’. Linkage groups were defined with ‘JoinMap 3.0’ computer
program. A high-density genetic linkage map for the olive genome was constructed
using total of 5736 SNP markers between 58 and 361. This linkage map was composed
of 25 linkage groups, covering 3049 cM of the olive genome. The maximum distance
between the flanking markers was 9 cM and the mean distance between the flanking
markers was 0.61 cM. This is the first study in the literature regarding SNP based
genetic linkage map of olive. This integrated map provides a useful tool for the
detection of QTLs controlling economically important traits.

Keywords : Olive, Next Generation Sequencing, GBS, SNP, Genetic Linkage, de novo
Genetic Mapping
2016, XI + 36 pages
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1. GIRIS

Dallar1 barig1 simgeleyen Zeytin (Olea europaea L.) Oleacea familyasinin bir tiiriidiir

ve anavatani, Gilineydogu Anadolu Bdlgesi’ni de i¢ine alan Yukart Mezopotamya ve

Giiney On Asya’dir (Heywood. 1978).

Akdeniz havzasindaki iilkelerde yaklagik 4000 yildir yetistirilmekte olan zeytin,
Tiirkiye ihracati igerisinde oldukga 6nemli bir paya sahiptir. Akdeniz iklimi goriilen

basta Marmara ve Ege Bolgeleri olmak {izere Gilineydogu ve Akdeniz Bolgelerinde de

yetistirilmektedir.

Giiniimiizde iilkemizde ve diinyada ©Onemli bir ticari triin olan zeytinin, diinya
ticaretindeki énemi giderek artmaktadir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) verilerine gore, diinya zeytin iiretiminde ilk sirada Ispanya gelmektedir (Sekil

1.1). Tiirkiye ise Italya ve Yunanistan’in ardindan 4. Sirada bulunmaktadir (Anonim,

2014).

Toplam Zeytin Uretimi- 2012
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Sekil 1.1. Diinya {izerinde zeytin iiretiminin iilkeler bazinda siralamasi (Anonim, 2014)




Zeytin insanoglunun temel besinlerinden biridir ve tarih boyunca gerek sofralik gerek
yaglik olarak kullanmilarak giliniimiize kadar 6nemini siirdiirmiistiir. Sofralik ve yaglik
tiretimine ek olarak meyvenin islenmesi esnasinda ortaya ¢ikan yan iriinler sanayide
hammadde olarak kullanilmaktadir (Dogac ve ark. 2013). Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 verilerine gore son 15 yilda Tiirkiye’de zeytin agaglari ve zeytin tiretimi Sekil

1.2°de istatiksel olarak verilmistir.

Zeytin iretimi, 2001-2015
Olive production, 2001-2015

Adag sayis
Mumber of trees Uretim (Ton)
(Bin - Thousand) Production (Tonne)
Meyve Meyve Sofralik Yaghk
Toplam veren VEFmeyen Toplam Olive Olive
Total Bearing Hon bearing Total (Tables) (For oil)
2001 99 000 80 000 9 000 GO0 000 235 000 365 000
2002 101 800 91 700 9 500 1 300 000 450 000 1 350 000
2003 102 750 92 250 10 500 850 000 350 000 500 000
2004 107 100 94 950 12 150 1 600 000 400 000 1 200 000
2005 113180 95 625 16 555 1 200 000 400 000 &00 000
2006 129 265 97 773 31 452 1 766 749 555 749 1211 000
2007 144 329 104 215 40 110 1075 354 455 385 620 465
2008 151 630 106 139 45 451 1 464 245 312103 952 145
2009 163 723 109 127 44 555 1 290 654 450 13 830 641
2010 156 445 111 3588 45 050 1 415 000 375 000 1 040 000
2011 154 611 117 942 36 669 1 750 000 550 000 1 200 000
2012 157 061 120 821 35 240 1 820 000 430 000 1340 000
2013 167 030 125 181 37 369 1 676 000 380 000 1 235 000
2014 168 997 140 712 28 285 1 763 000 438 000 1330 000
2015 171 992 144 780 27 232 1 700 000 400 000 1 300 000

Kaynak: Gida, Tarim ve Hayvancihk Bakanhg
Sowrce: Ministry of Food, Agriculture and Livestock

Sekil 1.2. Tiirkiye’de zeytin {iretim verileri (Anonim, 2016)

Zeytinyag insanliga ¢ok yonli katki sagladigi bilinen yenilebilir en eski yagdir ve
saglikli beslenme konusunda gelistirilen Akdeniz Beslenme Modeli’nin de temelini
olusturmaktadir. Japonya, Kanada, Amerika ve Avustralya’da zeytinyag: tiiketiminin

giderek arttig1 belirtilmektedir (Seker. 2008).



Zeytin meyvesinin kimyasal bilesimi yaklasik olarak Sekil 1.3’te verilmistir.
Zeytin bilesenlerinin en 6nemlisi yagdir ve yag orani ¢esitler arasinda %2-30 arasinda
degismektedir. Zeytinyaginin bilesiminde bir ¢ok bilesik bulunmaktadir ve yag asitleri
ve esterlermis trigliseritler zeytinyaginin yaklagik %99’unu  olusturmaktadir.

(Colakoglu. 1969).

mYaglar 22 0%

B MNem S50 0%
B Sekerler 195, 1%%
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Sekil 1.3. Zeytin meyvesinin kimyasal bilesimi (Seker. 2008)

Saglikli besleme bilincinin diinya {izerinde giderek arttigi bu dénemde iilkemizde de
zeytinin - 6nemi iyice anlasilmaya baslanmistir. Saglikli  beslenmenin temel
maddelerinden olan zeytinin, yetistiriciler tarafindan yeni g¢esitlerinin gelistirilmesi
amaglanmistir. Yeni cgesitlerin gelistirilmesi i¢in melezleme ¢alismalari iilkemizde

1990’11 y1llarda baslamistir.

Zeytinin  yabani tiirleriyle  melezlenmesinden ya da tiplerle ¢esitlerin
melezlenmelerinden ortaya ¢ikan zeytin ¢Ogiirlerinin arasindan segim yapilarak yeni
cesitler gliniimiize kadar gelistirilmistir. Bu se¢im ¢ogiirlerin meyve ozelliklerine gore
secilmesine dayanmaktadir. Melezlemeler sonucu elde edilen ¢ogiirlerin karakterinin
belirlenmesi genclik kisirligi déneminin uzunlugu sebebiyle uzun yillar almaktadir.
Zeytinde bulunan uzun genglik kisirligi dénemi melezleme 1slahinin en biiyiik
sorunlarindan biridir ve uzun genglik kisirligi doneminde yapilan kiiltiirel islemler 1slah
maliyetini, 1 glicii ihtiyacin1 ve yeni ¢esit gelistirimek icin gereken siireyi
arttirmaktadir. Bu geleneksel yontem gelisen yeni diinyada yerini molekiiler tekniklere

birakmaktadir. Zaman ve kaynak kaybini minimuma diisiirmek ve uzun genglik kisirlig



doneminin {istesinden gelmek iizere molekiiler isaretleyiciler kullanilarak yapilan erken
seleksiyon onerilmistir (Janick ve Moor. 1996). Bunun i¢in kullanilacak molekiiler
isaretleyiciler 6nemli karakterlere bagli olarak gelistirilmelidir. Daha sonra olusturulan
bu molekiiler isaretleyiciler yardimiyla yapilan seleksiyonla zaman, maliyet gibi
etkenlerde Onemli azalmalar saglanabilir. Zeytinde RAPD, AFLP, RFLP, SSR, ISSR
molekiiler isaretleyicileri karakter belirlenmesinde diinya genelinde kullanilmaktadir
(La Rosa ve ark. 2003).

Diisiik maliyet genotipleme c¢alismalarinda prosediirii  belirlemede en Onemli
faktorlerden biridir. Mikrosatellitler, Cogaltilmis Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi (AFLP),
Sinirlayict Enzim Par¢a Uzunlugu Cesitliligi  (RFLP) gibi molekiiler isaretleyicilerin
elde edilmesinde klonlama ve primer dizayni asamalarinin ugrastiriciligi, maliyetinin
fazla olmas1 ve molekiiler isaretleyici yogunlugunun sinirli olmasi gibi nedenlerle yeni
molekiiler isaretleyicilere ihtiyag duyulmaktadir. SNP (Single Nucleotid Polimorphism)
molekiiler isaretleyicileri bu nedenle 6nem kazanmistir (Beissinger ve ark. 2013). SNP
molekiiler isaretleyicileri DNA molekiilleri arasinda en fazla bulunan mutasyonlardir
ve bitkilerde yapilan arastirmalarda son donemde yogun olarak kullanilan molekiiler

isaretleyicilerdir (Ward ve ark. 2013).

Yeni Nesil DNA Dizileme teknolojilerinin biyoloji bilimine kazandirilmasiyla beraber
genomik ve transkriptomik c¢aligmalar boyut degistirmis, popiilasyondaki genetik
isaretleyicilerin kesfi, validasyonu ve anlamlandirilmast adina biiylik ilerleme
saglanmistir (Davey ve ark. 2011). Giiniimiizde ¢ok sayida DNA dizileme tabanli SNP
genotipleme platformlar1 ulasilabilir durumdadirlar ki bunlar hedeflenmis ya da tiim

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

DNA dizileme tabanli SNP aleli bulma metodlarina tiim genom sekanslama, exom
yakalama, RNA sekanslama, metillenmis DNA sekanslama, restriksiyon enzimi tabanli
sekanslama yontemleri 6rnek olarak verilebilir (Beissinger ve ark. 2013). Restriksiyon
enzimi tabanl sekanslama yontemleri, RFLP yontemi kullanilarak insan hastaliklariyla
genler arasi iliskileri ¢6zme amaglh caligmalar yapildigi zamandan beri molekiiler

isaretleyici tespiti ¢alismalarinin temelidir (Donis-Keller ve ark. 1987).



Restriksiyon enzimleri yardimiyla genomdaki hedef bdlgenin karmasik yapisi
sadelestirilip genetik isaretleyici tarama c¢aligmasi yapilabilmektedir. Restriksiyon
enzimi tabanli metodlardan olan RAD-Seq (Baird ve ark. 2008) ve GBS (Elshire ve ark.
2011) metodlar1 glinimiizde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. GBS ve RAD-Seq
metodlart benzer enzim kesim teknigine dayansa da GBS daha az karmagsik bir
metoddur ve zaman acisindan degerlendirildiginde de RAD-Seq’e oranla daha az

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

GBS metodu temelde musir igin gelistirilmis olsa da basitligi ve tekrarlanabilirligi
nedeniyle populasyon g¢alismalarinda, germplazma karakterizasyonlarinda ve genetik
1slah ¢alismalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Tercih edilmesinin en biiyiik
etkenlerinden biri de GBS metoduyla iiretilmis datalarin anlamlandirilabilmesi igin
gerekli olan biyoinformatik yazilimlar yaygin olarak gelistirilmis olmasidir (Donato ve
ark. 2013). GBS platformu tarafindan iiretilen DNA pargalarinin analiz edilebilmesi i¢in
biyoinformatik yazilimlara Tassel-GBS (Glaubitz ve ark. 2014) ve Stacks (Catchen ve

ark. 2011) 6rnek verilebilir.

GBS metodunun gergeklestirildigi sistemlerden biri olan Illumina HiSeq 2000
(lllumina, San Diego, CA) sisteminde oncelikle tiim Ornekleri igeren belirli sayida
DNA havuzu olusturulur. Analiz bu havuz igerisindeki DNA pargalarinin barkodlarina
gore ayr1 ayrt okunmasina dayanir. GBS metodunda kullanilan enzimler metilasyon
duyarli enzimlerdir. Boylece metillenmis yiiksek tekrarli genomik bolgelerdeki sekans
yogunlugunu azaltirken diisiik tekrarli gen bolgelerindeki sekans yogunlugunu yiiksek
tutabilmektedir (Gore ve ark. 2009). Bugiine kadar yapilan caligmalarda en yaygin
kullanilan restriksiyon enzimi ApeKl enzimidir. ApeKl retrotranspozonlart seyrek

siklikla keser, metilasyon duyarli bir enzimdir (Elshire ve ark. 2011).

Yeni Nesil Sekanslama Teknolojileri sayesinde calisilmak istenen organizmaya ait
geriye doniik higbir genetik bilgi olmadan populasyon ¢alismalart yapilabilir
durumdadir (Davey ve ark. 2011). Stacks analiz programinda de novo sekanslama ile
SNP tespiti miimkiindiir (Catchen ve ark. 2011).

Modern DNA sckanslama yontemleriyle birlikte genom sekanslar1 kolaylikla ve diisiik

maliyetle elde edilebilir olmustur fakat pratikte fragmentler halinde ve tamamlanmamais



taslak genomlar olusmustur. Fragmentlere ayrilmis genomun bir araya getirilebilmesi
i¢in bir baglant1 haritast olusturulmalidir. Bu harita Genetik Baglant1 Haritas1 (Linkage
Map) olarak adlandirilir (Lewin ve ark. 2009). Genetik baglanti haritalan fiziksel
molekiiler isaretleyiciler arasindaki rekombinasyon oranlarina dayali olarak olusturulur
ve yaklagik 100 yildan fazladir biyoloji bilimine hizmet etmektedir. Genetik baglanti
haritas1 olusturmak i¢in; model organizmalar arasinda rekombinasyonlar ger¢ceklesmeli
ve bu organizmalar arasinda genetik farkliliklar mevcut olmalidir. Haritanin
olusturulmasi tespit edilen molekiiler isaretleyicilerin lineer bir sekans iizerinde

mesafelerine gore yerlestirilmesine dayanir (Fierst, 2015).

Baglant1 haritalar, yiiksek c¢iktili sekanslama cihazlarinda {iretilen milyonlarca
molekiiler isaretleyicinin diisiik O0lgcekteki datalara doniistiiriilmesi prensibine dayanir.
Milyonlarca molekiiler igaretleyici yerine daha kullanilabilir, yiizlerle ifade edilebilen
sayidaki molekiiler isaretleyiciler baglanti haritalarini olusturmaktadir (Cheema ve
Dicks. 2009).

JoinMap programi genetik analizler sonucu elde edilen datalar arasindaki baglantilari
gostermek ve analiz etmek amaciyla gelistirilmis bir bilgisayar yazilimidir. Linkage:
(Suiter ve ark. 1983), GmenpeL (Echt ve ark. 1992), mapmaker (Lander ve ark. 1987) gibi
uygulamalar giinimiize kadar yaygin olarak kullanilan uygulamalardan bazilaridir.
Giiniimiizde bir ¢ok canli iizerindeki molekiiler isaretleyicilerin tespiti oldukga
kolaylasmis, ucuzlagsmis ve kisa zamanda elde edilebilir duruma ulasmistir. Misir
bitkisinde (Coe ve ark. 1990) ve Arabidopsis thaliana’da (Chang ve ark. 1988; Nam ve
ark. 1989) yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen genetik haritalar ile genetik haritalama
caligmalar1 popiilerlik kazanmistir ve giliniimiizde bir ¢ok canlida genetik haritalama
olusturma calismalar1 oldukga yaygmlasmistir (Stam, 1993). Genetik haritalamalar
yapilmasi amaciyla bir ¢ok farkli siniftaki ve farkli gruplardan elde edilmis molekiiler
isaretleyicilerin bir arada degerlendirilebilmesi genom projeleri icin biiyilk 6nem
tagimaktadir. JoinMap 3.0 (Van Ooijen and Voorrips, 2001) programi bir ¢ok farkli
siniftaki ve farkli gruplardan elde edilmis molekiiler isaretleyicileri bir arada analiz

edebilir.



JoinMap 3.0 programinda baglanti haritasi olusturmak i¢in asagidaki adimlar
izlemektedir.

1. Veri programa aktarilir.

2. Biitiin data seti igerisinde ulasilabilir olan baz c¢iftlerinin (b¢) rekombinasyon
frekanslart LOD skorlarina gére hesaplanir.

3. Baglant1 gruplart belirlenir; eger data birka¢ baglanti grubunu ayni anda iceriyorsa
data dosyasi baglant1 gruplarina gore ayr1 dosyalara boliindir.

4. Molekiiler isaretleyiciler genetik harita tizerinde siralanir.

e Molekiiler isaretleyicilerin ilk ¢iftini seger ve harita mesafesini hesaplar.

e Haritaya hangi molekiiler isaretleyicinin eklecegine karar verir. Bunu da biitiin
molekiiler isaretleyiciler i¢in en basta belirlenmis olan LOD skorlarina gore
yapar.

e Haritada hangi molekiiler isaretleyicinin hangi pozisyona eklenecegine karar
Verir.

e ‘Reshuffling’ adi verilen bir tekrar karistirma asamasindan gegirir bdylelikle
deneme yanilma yontemiyle mesafeyi belirledigi asamadan itibaren asamalari

tekrar ederek molekiiler isaretleyicilerin en iyi pozisyonunu belirlemeye ¢aligir.

LOD skor insan, hayvan ve bitki popiilasyonlarinda baglanti analizi yapmak i¢in
kullanilan Newton E. Morton tarafindan gelistirilmis istatistik bir testtir. LOD skor
analizi, Mendeliyen 0Ozellikler arasinda baglantinin  belirlenmesi i¢in karmagik

soyagaclarinin analizini kolaylastirir (Griffiths ve ark. 1993).

Bu arastirmada Zeytin bitkisine ait 121 melez ve 2 ebeveyn i¢in Yeni Nesil DNA
Dizileme yontemlerinden biri olan ‘Genotyping by Sequencing’ metodunun Illumina
Hiseq 2000 (lllumina, San Diego, CA) cihazinda uygulanmasiyla elde edilen DNA
fragmentlerinin  Stacks (Catchen ve ark. 2011) bilgisayar programinda analiz
edilmesiyle tespit edilen SNP molekiiler isaretleyicilerine dayali Genetik Baglanti
Haritasi’nin, JoinMap 3.0 (Van Ooijen and VVoorrips, 2001) analiz programi kullanilarak

olusturulmasi amaglanmastir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Genotyping by Sequencing Yontemi ile Yeni Nesil DNA Dizileme

GBS metodu ilk olarak musir bitkisi igin gelistirilmis olsa da basitligi ve
tekrarlanabilirligi  nedeniyle populasyon c¢alismalarinda, gen kaynaklariin
karakterizasyonlarinda ve 1slah ¢aligmalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Tercih
edilmesinin en bilyiik etkenlerinden biri de GBS metoduyla iiretilmis datalarin
anlamlandirilabilmesi i¢in gerekli olan biyoinformatik yazilimlar yaygin olarak

gelistirilmis olmasidir (Donato ve ark. 2013).

You ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada Illumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego,
CA) cihazinda Multiplexed Shutgun (Andolfatto ve ark. 2011) yontemiyle edilen veriler
ile cinsiyet temelli baglanti haritas1 olusturmuslardir. Epinephelus coioides familyasina
ait 142 melezden elde edilen DNA ile 594 142 945 90-bg biiyiikliigiindeki ham data ile
18 256 Mendel Segregasyonu’na sahip SNP molekiiler isaretleyicisi elde edilmistir. 24
Baglant1 grubu tizerine 4 608 SNP yerlestirilmistir. Toplam Baglant1 Haritas1 1581 cM

olarak belirlenmistir.

Gardner ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada ‘Golden delicious x Scarlet spur’ elma
cesitlerinin melezlenmesiyle elde edilen 89 melezden 500 ng DNA HindllI-HF enzimi
kullanilarak kesilmis ve lllumina HiSeq 2000 (lllumina, San Diego, CA) cihazinda GBS
yontemiyle analiz edilmistir. 96 kuyucuklu PCR plate’inde gerceklestirilen analiz
sonucunda toplam 85 129 960 100-b¢ DNA sckans okumasi elde etmislerdir. Fakat
iiretilen bu data igerisinde ¢ok fazla kayip ve genetik haritalamada kullanilamayacak
veri elde ettiklerini belirtmislerdir. Bu data igerisinden genotip kalitesine bagli olarak
kayip datalarin temizlenmesi sonucunda 273 835 SNP molekiiler isaretleyicisi tespit
etmislerdir. Elde edilen molekiiler isaretleyicilerden 3967 SNP genetik baglanti
haritasina aktarilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda SNP molekiiler isaretleyicilerinin
yiiksek yogunluklu genetik baglant1 haritalar1 olusturmada ilk sirada tercih edilmesi

gereken molekiiler igaretleyiciler olduklar vurgulanmistir.



Wang ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada ‘Crassostrea gigas x Crassostrea angulata’
caprazlanmasiyla elde edilen 106 melezden 200 ng DNA EcoRI ve Hinfl enzim
kombinasyonu ile kesilmistir. Illumina HiSeq 2500 (Illumina, San Diego, CA)
cihazinda GBS yontemiyle analiz edilen 6 840 000 90-b¢ DNA sekans okumasi elde
etmislerdir. Referans genom varliginda yapilan ¢calismada okumalar referans genom ile
karsilagtirilmis intron, exon, genic ve intergenic bolgeler iizerindeki yerlesimlerine gore
oranlar belirlenmistir. Stacks yazilimi kullanilarak SNP tespiti yapilmis 65 031 RAD
loci olusturulmus 40 445 SNP tespit edilmistir. Tespit edilen SNP molekiiler
isaretleyicilerinden 8 743 SNP genetik baglanti haritasina yerlestirilmistir.

2.2. Stacks Bilgisayar Yazilim ile SNP tespiti

Stacks bilgisayar yazilimi, Illumina cihazlar tarafindan iretilen kisa okumali dizileme
verilerini kullanarak bireylerin bir set igerisindeki lokuslarinin iizerinde tanmima ve
genotipleme amaclh kullanilmaktadir. Stacks yazilimi referans genom varliginda
karsilastirmali olarak da galisabilmektedir. Giiniimiizde bir ¢ok canliya ait referans
genomlar heniiz tamamlanmis durumda olmadigindan de novo olarak (ebeveyn
karsilastirmali) ¢alisma prensibine de sahip olan yazilim, genotipleme c¢alismalarina
biiylik katki saglamaktadir. Illumina HiSeq 2000 (lllumina, San Diego, CA) cihazi
tarafindan ‘reduced representatition’ prensibiyle {retilen sekanslarda, program
yardimiyla tekrarli bolgeler filtreden gecirilmekte ve indirgenmis, basitlestirilmis bir

sunumda karsimiza getirilmektedir.

Stacks programi binlerce SNP molekiiler isaretleyicisini populasyonlarin ya da
melezlemerin genetik analizi i¢in kullamilabilir duruma getirmektedir. ‘Maximum
likelihood’ istatistik modelini kullanan program, Illumina cihazlarinda birka¢ giin
igerisinde tretilebilen yaklasik 100 GB biiyiikligiindeki datalari otomatiklestirilmis bir

sistemle analiz etmeye imkan vermektedir.

Stacks bilgisayar yaziliminda denovo_map.pl araci kullanilarak ebeveyn karsilastirmali
SNP molekiiler isaretleyicileri tespit edilmistir. de novo aracinda kullanilacak datanin
fastq formatina doniistiiriilmesi ve temizlenmesi process_radtags.pl araci kullanilarak
gerceklestirilir. process_radtags.pl ile sekanslama sirasinda belirlenmis olan barkodlara

gore sekanslar gruplandirilir. Her birey icin ayr1 dosyalar igerisinde barkodlara verilen



isimlere gore sekanslar olusturulur. Komut girildikten sonra de novo haritalama iglemi
otomatik olarak ilerler. Tlerleyis Sekil 2.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. de novo aracinin asamalar1 (A) ustacks programi ile her bir bireyden
gelen kisa okumali haldeki kiimeleri tam eslesmis halde diziler, ayirir ve
bicimlendirir. (B) Her bir kiimedeki sekanslar1 ayirir ve k-mer haline doniistiiriir,
olugan k-mer’leri bir sozliige yiikler. Potansiyel eslesecek kiimeleri sozliikten
sorgulayarak niikleotidler arasindaki mesafe ile bagl olan bir grafik ile sunulabilir
bir liste olusturur. (C) Eslesen kiimelerden varsayilan lokuslar olusturulur. (D) Her
bir lokustaki her bir niikleotid SNP olabilecegi varsayimiyla kontrol edilir. (E) Bir
konsensus dizi (benzer ya da aymi haldeki diziler) igerisinden SNP ve haplotip
datalar kaydedilir. (F) cstacks caprazlamadaki biitiin potansiyel lokuslari bir set
haline getirmek amaciyla caprazlanan ebeyevnlerin datalarim bir katalog haline
doniistiiriir. (G) sstacks populasyondaki her bir birey igerisinde hangi lokus /
haplotip kombinasyonlarinin oldugunu belirlemek amaciyla her bir melezi

ebveynlerin olusturdugu katalogla karsilastirir. Eslesmeleri kaydeder (Catchen ve
ark. 2011).
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de_novomap.pl’in sstacks’tan sonraki asamasi olan markers.pl araci ile markerlar
belirlenir ve index_radtags.pl araci ile veritabani indekslenir. de novo sekanslama islemi
bittikten sonra genotypes.pl araci kullanilarak ¢aprazlanan populasyondaki genotipler

belirlenir ve JoinMap 3.0 gibi programlarda kullanilabilir dosyalara dontistiiriiliir.

Stacks bilgisayar yazilimi kullanilarak yapilan ¢alismalardan Wang ve ark. (2016)
‘Crassostrea gigas x Crassostrea angulata’ ¢aprazlanmasiyla elde edilen 106 melezden
65 031 RAD loci olusturmus 40 445 SNP tespit etmislerdir. You ve ark. (2013)
Epinephelus coioides tiiriinden elde edilen 142 yavrudan 18 256 SNP tespit etmislerdir.

SNP molekiiler isaretleyicilerinin tespiti i¢in bir ¢ok bilgisayar yazilimi mevcuttur fakat
giinlimiizde bir ¢cok canli tiiriine ait referans genom ¢alismalar1 heniiz tamamlanmamis
durumdadir. Stacks yazilimi referans genom olmadiginda da de novo galisma prensibine

sahip oldugundan bir ¢ok ¢alismada tercih edilen yazilimdir.
2.3. Genetik Baglanti Haritasi1 Olusturma Calismalar:

Mendel’in ¢alismalar1 sonucunda bir ¢ok bilim adami elde edilen datalar1 yorumlama ve
anlamlandirma cabasma girmistir. Mendel yaptig1 g¢aligmalarda baglanti olasiligim
belirleyememistir. Thomas Hunt Morgan tarafindan Columbia Universitesi’nde ‘fly
room’ adi verilen laboratuarda Drasophila melanogaster modeli tizerinde yapilan
calismalar sonucunda genetik baglant1 konusu kesfedilmistir. Giiniimiizde bir ¢ok canli
tizerinde genetik baglanti haritasi olusturulmustur ve bu yondeki c¢aligmalar devam

etmektedir (Lobo ve Shaw. 2008).

Baglantili genler arasinda krosover oraninin farkli oldugunun Thomas Hunt Morgan
tarafindan gozlemi, krosover sikliginin kromozom iizerindeki genleri arasindaki
uzakligr belirttigi fikrini meydana getirmistir. Morgan'in 68rencisi Alfred Sturtevant ilk
genetik baglantisim1 gelistirmistir. Sturtevant iki baglantili gen arasindaki mesafe ne
kadar c¢oksa, bu iki gen arasindaki bolgede bir krosover olma olasiliginin da o derece
yiikksek olacagini One siirmiistiir. Rekombinasyon olaylarin1 hesaplayarak genler
arasindaki uzakligi 6lgmek miimkiindiir. Yiiz mayoz boliinmesinden bir tanesinde bir
rekombinasyon olan bu uzakliga bir genetik harita birimi ya da bir santimorgan olarak

adi verilmistir. Yani %I1'lik bir rekombinasyon siklig1 bir santimorgan'a karsilik
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gelmektedir. Bir baglanti haritasi olusturmak i¢in ayni kromozomda bulunan bir grup
ozelligin uzakliklart bulunur. Birden ¢ok rekombinasyon olayindan kaynaklanacak
hatalar olusmamasi adina, oOzellikler arasinda biiyiik araliklar olmamasina dikkat

edilmelidir (Klug ve Cummings. 2003).

Genetik baglant1 haritalar1 cinsiyet bagimli harita gruplari ya da cinsiyet bagimsiz
gruplar seklinde olusturulabilmektedir. JoinMap programinda SNP molekiiler
isaretleyicileri sadece anne ebeveynde heterozigot bulunmalart durumunda ‘lm x II’
sadece baba ebeveynde heterozigot bulunmalart durumunda ‘nn x np’ olarak
degerlendirilir. Her iki ebeveynde ortak olarak bulunan molekiiler isaretleyiciler ‘hk x
hk’ olarak kodlanir. Her iki ebeveynde bulunan 3 allelli molekiiler isaretleyiciler ‘ef x
eg’ olarak, 4 allelli molekiiler isaretleyiciler ise ‘ab X ¢d’ olarak kodlanir. ‘Im x II’, ‘hk x
hk’, ‘ef x eg’ ve ‘ab x cd’ ana bitkinin genetik haritasini olusturmak i¢in ‘nn x np’, ‘hk x
hk’> ve ‘ef x eg’ ve ‘ab x cd’ baba bitkinin genetik haritasinin olusturmak igin
kullanilabilir. Her bir ebeveyndeki ortak molekiiler isaretleyiciler kulanilarak her iki
ebeveyn i¢in olusturulan haritalar birlestirilebilmektedir (Van Ooijen ve Voorrips,
2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma 2013-2016 yillarinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Boliimiine ait Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuvarlarinda yliriitiilmiistiir.
GBS analizi i¢in Wisconsin Universitesi Biyoteknoloji Boliimii Laboratuvarlarindan
hizmet alinmistir. Genotipleme i¢in GBS (Genotyping By Sequencing) analizi

kullanilmistir.
3.1. Materyal

Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisti'nlin zeytin koleksiyonunda
bulunan Gemlik ve Edinciksu ¢esitlerinin melezlenmesiyle elde edilen 121 adet G X E

melez zeytin ¢ogiirleri kullanilmistir.
3.1.2. G X E Popiilasyonun Yapisi

Gemlik ve Edincik Su bitkileri melezlenirken kastrasyon yapilmamistir. Melezleme
ciceklenme donemindeki Gemlik bitkilerinin iizerine Edincik Su c¢esidinin ¢igek
tozlarinin getirilip izole edilmesi ile yapilmistir. Elde edilen 242 adet ¢6giiriin meyve
veren 141¢ogiiriinden 139 tanesinin Gemlik ve Edincik su ¢esitlerinin melezlemesi ile

olustugu belirlenmistir. Bu bitkilerden 121 tanesinden yaprak 6rnekleri alinmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Yaprak oérneklerinin alinmasi

G X E popiilasyonuna ait biitiin ¢ogiirlerden DNA izolasyonu yapmak iizere yaprak
ornekleri alinmistir. Yaprak ornekleri toplanirken en geng yapraklar tercih edilmistir.
Yapraklar alindiktan sonra laboratuvara ulastirilincaya kadar buz iizerinde saklanmistir.
Laboratuvara ulastirilan Ornekler liyofilizatorde kurutulmustur. Kurutulan yaprak
ornekleri DNA izolasyonu i¢in kullanilincaya kadar plastik torbalar i¢erisinde -80°C’de

saklanmustir.
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3.2.2 DNA orneklerinin elde edilmesi

DNA orneklerinin ¢ikarilmasi igin DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)

kullanilmistir.

1.

10.

11.

Liyofilizatorde kurutulup -80°C’ye kaldirilan Ornekler oda sicakligina
getirildikten sonra 40 mg tartilip RNaz ve DNaz’dan ari steril mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir.

Yaprak orneklerinin par¢alanmasi amaciyla Santrifiij tiiplerine 2 adet 6 mm
capinda ve 5 adet 3 mm ¢apindaki cam boncuklar konularak 6giitiicti yardimiyla
ornekler o6glitiilmiistiir.

DNeasy Plant Mini Kit icerisindeki Buffer AP1’den 400 pL ve Rnase A’dan 4
pL her ornege tek tek eklenmis ve homojen goriinlime ulasincaya kadar
vortekslenmistir.

Tiip igerisindeki 6rnekler 30 dk 65°C su banyosunda bekletilmistir. Bekleme
siiresi boyunca tiipler 3-5 kez ters diiz edilerek karistirilmistir.

Sicak su banyosundan alinan tiiplerin her birine 150 pL Buffer P3 eklenmistir.
Tiipler ters diiz edilerek karistirildiktan sonra buz lizerinde 15 dakika inkiibe
edilmistir.

Tipler 5 dakika 20,000 g ‘de santrifiij edilmis, drneklerin lizerinde olusan sulu
ist faz 2 ml mikrosantrifiij tlipii icerisinde konumlanmis QIAshredder spin
column iizerine aktarilmistir.

Tiipler 2 dk 20,000 g’de santrifiij edilmistir.

Tiiplerde olusan siv1 iist faz pelete temas ettirilmeden steril 2 ml mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmis her birinin iizerine 700 pL Buffer AW1 eklenmistir.
Pipetlenerek ornekler karistirilmistir.

Karigtmdan 650 pL Dneasy Mini spin Column igeren 2 ml mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir. 1 dk 6,000 g’de santrifiij edilmistir. Siv1 list faz atilmistir.
Kalan 6rnek i¢in ayn1 agsama tekrarlanmaistir.

Spin column steril 2 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis {izerine 400 ml Buffer
AW?2 eklenmistir. 6,000 g’de 1 dk santrifiij edilmis s1v1 {ist faz atilmistir.

Spin column iizerine 400 ml AW2 eklenerek 2 dk 20,000 g’de santrifiij
edilmistir. Spin column siv1 {ist faza temas ettirilmeden steril mikrosantrifiij

tiiplerine aktarilmistir.
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12. Tiiplerin iizerine 75 uL AE eklenmis 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
13. 1 dk 6,00 g’de santrifiij edildikten sonra spin column tiiplerden ayrilmig, DNA

igeren tiipler -80°C’de saklanmustir.
3.2.3 GBS Yontemi ile Niikleotid Sekanslariin Belirlenmesi

Gemlik, Edincik Su gesitleri ve bu c¢esitlerin melezlemesi ile elde edilen 121 zeytin
bitkisine ait DNA ApeKI enzimi ile kesilmistir. ApeKIl enzimi ile kesilen DNA
parcalarina DNA’nin kesim yerine uygun Illumina DNA dizi primer bdlgelerini iceren
adaptorler eklenmis ve her bir DNA 06rnegi i¢in adaptorlere barkod niikleotid dizisi,
bitkilere ait DNA dizilerini birbirinden ayirmak i¢in eklenmistir. Adaptor eklenen DNA
pargalari PCR’la ¢ogaltildiktan sonra 24 bitkinin ¢ogaltilmis DNA o6rnekleri bir araya
getirilerek 5 adet DNA 6rnegi havuzu olusturulmustur. Bu havuzlarda yer alan DNA
pargalar1 adaptor sekanslarinda yer alan primerler ve Illumina HiSeq 2000 (Illumina,
San Diego, CA) DNA sekanslama platformu kullanilarak DNA pargalarinin niikleotid

dizileri belirlenmistir.

3.2.4 Stacks Analiz Programm Kullamlarak SNP molekiiler isaretleyicilerinin

Belirlenmesi

Her bir meleze ait DNA dizisi STACKS analiz programi kullanilarak de novo
sekanslama yontemiyle analiz edilmistir.

Stacks bilgisayar yaziliminda denovo_map.pl araci kullanilarak ebeveyn karsilastirmali
SNP molekiiler isaretleyicileri tespit edilmistir. de novo aracinda kullanilacak datanin
fastq formatina doniistiiriillmesi ve temizlenmesi process_radtags.pl araci kullanilarak
gerceklestirilmistir. process_radtags.pl 5 parcaya boliinmiis olan GBS datasindaki her
bir ham dataya ayri ayri1 uygulanmistir. process_radtags.pl ile sekanslama sirasinda
belirlenmis olan barkodlara gore sekanslar gruplandirilmistir. Her birey igin ayri
dosyalar igerisinde barkodlara verilen isimlere gore sekanslar olusturulmustur. de novo
aracinin asamalarinda ustacks programi ile her bir bireyden gelen kisa okumali haldeki
kiimeleri tam eslesmis halde dizilenmis, ayrilmis ve bigimlendirilmistir. Her bir
kiimedeki sekanslar ayrilmis ve k-mer haline donistiirilmistiir. Olusan k-mer’ler bir
referansa yiiklenmistir. Potansiyel eslesecek kiimeler referanstan sorgulanarak

niikleotidler arasindaki mesafe ile bagli olanve bir grafik ile sunulabilen bir liste
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olusturulmustur. Eslesen kiimelerden varsayilan lokuslar olusturulmustur. Her bir
lokustaki her bir niikleotid SNP olabilecegi varsayimiyla kontrol edilmistir. Bir
konsensus dizi (benzer ya da ayni haldeki diziler) igerisinden SNP ve haplotip datalar
kaydedildi. cstacks araci ¢aprazlamadaki biitiin potansiyel lokuslari bir set haline
getirmek amaciyla caprazlanan ebeyevnlerin datalarimi  bir katalog haline
doniistiirmiistiir. sstacks aract populasyondaki her bir birey igerisinde hangi
lokus/haplotip kombinasyonlarinin oldugunu belirlemek amaciyla her bir melezi
ebeveynlerin olusturdugu katalogla karsilastirmistir. markers.pl araci ile SNP molekiiler
isaretleyicileri belirlenmis ve index_radtags.pl araci ile veritabani indekslenmistir.
Caprazlanan populasyondaki genotipler genotypes.pl ile tespit edilmis ve JoinMap 3.0
(Van Ooijen ve Voorrips, 2001) analiz programinda kullanilmak iizere .loc dosyasi

olarak kaydedilmistir.

3.2.5 JoinMap 3.0 Analiz Programm Kullanilarak Genetik Baglanti Haritasimin

Olusturulmasi

Elde edilen genotip verileri JoinMap 3.0 (Van Ooijen ve Voorrips, 2001) analiz
programina aktarilarak Genetik Baglanti Haritasi olusturulmustur. JoinMap 3.0
programinda SNP molekiiler isaretleyicileri sadece anne ebeveynde heterozigot
bulunmalart durumunda ‘Im X II’ sadece baba ebeveynde heterozigot bulunmalari
durumunda ‘nn X np’ olarak skorlanmigtir. Her iki ebeveynde ortak olarak bulunan
molekiiler igaretleyiciler ‘hk X hk’ olarak degerlendirilmistir. Her iki ebeveynde bulunan
3 allelli molekiiler isaretleyiciler ‘ef X eg’ olarak, 4 allelli molekiiler isaretleyiciler ise
‘abxcd’ olarak kodlanmustir. ‘Im X 11’, ‘hk X hk’, ‘ef X eg’ ve ‘ab X cd’ annesel olarak
‘nn X np’, ‘hk X hk” ve ‘ef X eg’ ve ‘ab X cd’ babasal olarak degerlendirilmistir. Baglanti
haritalar1 her bir ebeveyndeki ortak molekiiler isaretleyiciler kullanilarak
birlestirilmistir.  Haritanin  olusturulmasinda programda Kosambi Haritalama
Fonksiyonu kullanilmistir. Olusturulan baglanti gruplart MapChart 2.3 (Voorrips, 2002)

programi kullanilarak diizenlenmis ve gorsel hale getirilmistir.
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4. BULGULAR

Genotyping by Sequencing yontemiyle [llumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA)
cihazinda {iretilen her bir melez ve ebeveynde niikleotid dizisi belirlenen minimum
DNA pargast sayist 2 120 260°dir. Bu DNA pargalarina ait niikleotid dizileri ve Stacks
programi kullanilarak SNP tespiti yapildi. Her bir SNP molekiiler isaretleyicisinde en
fazla 4 allel olacak sekilde ve en fazla %10 eksik data olacak sekilde analiz
gerceklestirildi. Analiz sonucunda 10 941 SNP molekiiler isaretleyicisi tespit edildi.
Sonuglarin anne, baba ya da her ikisinde bulunma durumundaki dagilimlar1 Cizelge

4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. SNP molekiiler isaretleyicilerinin babasal, annesel ve her iki ebeveynden
olmak iizere segregasyon durumlari

Segregasyon Durumu
Baba  Anne  Herlkisi  Toplam
SNP 4020 4129 2792 10941

4 020 adet SNP (%37) babasal (paternal) olarak, 4 129 SNP (%38) annesel (maternal)
olarak ve 2 792 adet SNP (%25) her iki ebeveynde de ortak olarak belirlenmistir.

Belirlenen SNP molekiiler isaretleyicileri harita iizerine yerlestirilirken Mendel
segregasyon orani uygun olarak a¢ilim gostermeyen molekiiler isaretleyiciler analizden
cikartilmiglardir. Baba ebeveynde ac¢ilim gosteren 1 624 SNP (%39,33) ve ana
ebeveynde acilim gosteren 1 305 SNP (%32,46) molekiiler isaretleyicisi mendel agilim
oranina uygun olmadan agilim gostermistir. (Beklenen segregasyon orant 1:1, p.

degeri<0,05).

Her iki ebeveynde de acilim goOsteren SNP molekiiler isaretleyicilerinde de yiiksek
oranda mendel agilim oranlarinda sapmalar gozlemlenmistir. ‘ef x eg’ olarak agilim
gosteren SNP molekiiler isaretleyicilerinin %28,68’1 , ‘hk x hk’ olarak a¢ilim gdsteren
SNP molekiiler isaretleycilerinin = 9%59,39’u ve ‘ab x cd’ olarak aclim gosteren
omolekiiler isarteleyicilerin %82,31°1 beklenen mendel agilim oranlarindan farkli agilim
gostermistir. (‘ab x cd’ ve ‘ef x eg’ i¢gin beklenen segregasyon orani 1:1:1:1, ‘hk x hk’

icin beklenen segregasyon orani 1:2:1 , p.degeri<0,05).
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JoinMap 3.0 programi kullanilarak ‘Gemlik’ x ‘Edincik Su’ melezlerinin Baglanti
Gruplart (LG) olusturulmus, MapChart 2.3 programinda grafikler diizenlenmistir.
Molekiiler isaretleyicilerin yogunlugu ve her bir baglanti grubunun cM cinsinden
uzunlugu Sekil 4.1°de gosterilmistir. Baglant1 gruplarina ait daha ayrintili goriinti Sekil

4.2.°de verilmistir.

LGl LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8 LG9 LG10 LG11 LG12 LG13 LG14 LG15 LG16 LG17 LG18
‘ = ‘ ‘ ‘
=

LG19 LG20 LG21 LG22 LG23 LG24 LG25

0 S

P OO0 0o OoOoOo o o o
a

|
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Sekil 4.1 ‘Gemlik’ x ‘Edincik Su’ melezlerinin SNP molekiiler isaretleyicilerine dayali
3049 cM uzunlugundaki 25 Baglant1 Grubu (LG) Ozeti
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Olusturulan Baglanti Gruplari’na (LG) ait veriler Cizelge 4.2’de detayli olarak
verilmistir. 25 adet Baglanti Grubu (LG) olusturulmus sayilar1 58 ve 361 arasinda
degisen ve toplam 5 736 adet SNP molekiiler isaretleyicisi harita iizerine
yerlestirilmistir. Baglant1 gruplarinin toplam uzunlugu 3 049 c¢M olarak belirlenmistir.
Bir baglanti grubu tizerindeki SNP molekiiler isaretleyicilerinin arasindaki en uzun
mesafeler ve ortalama mesafeler belirlenmigtir. Haritanin biitiinii ele alindiginda
molekiiler isaretleyiciler arasi maksimum mesafe 9 ¢cM, her bir molekiiler isaretleyici

arasindaki ortalama mesafe 0.61 cM olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. ‘Gemlik’ x ‘Edincik Su’ melezlerinin Baglant1 Gruplar1 (LG) tizerindeki
SNP molekiiler isaretleyicileri

Baglanti  Haritalanan Molekiiler LG Maksimum Ortalama
Gruplar1 [saretleyici Sayisi Uzunlugu  Mesafe Mesafe
(LG) SNP (cM) (cM) (cM)
LG1 230 242 8 1.06
LG2 233 214 5 0.92
LG3 190 125 6 0.66
LG4 361 120 4 0.33
LG5 334 125 g 0.37
LG6 291 130 2 0.44
LG7 278 125 4 0.44
LG8 272 132 8 0.49
LG9 263 110 3 0.42
LG10 257 157 9 0.61
LG11 250 136 4 0.54
LG12 230 151 6 0.65
LG13 230 122 4 0.53
LG14 214 102 2 0.48
LG15 217 92 2 0.42
LG16 215 94 3 0.44
LG17 191 96 2 0.51
LG18 192 121 5 0.63
LG19 184 162 6 0.88
LG20 176 99 4 0.56
LG21 150 91 2 0.60
LG22 108 58 2 0.54
LG23 96 83 7 0.87
LG24 58 92 7 1.59
LG25 215 70 3 0.32
Toplam 5736 3049 - 0.61
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e 80173 108677
e 7948 120692
91305 ATTICTC_B4 87678
103748 771 9394
18627 103375 5104
14270 28624 33405
41290 3133 19894
74793 419 85180
85495 65853 40630 15522
4523 18154 109986
45198 87653 102670
20076 10901 31046
86617 38341 96988
6138 115192 55819 90620
72957 23744 100476
26005 27167 I 25481
12593 76194 72280
79213 97766 78986
113403 27937 106334
43574 66948 112324 12663
15601 23569 0653
72416 68973 96227 107054
21721 ost 123184
100% e ATAICAC_B2
33159 40331 o 2 -
105874 66873 119258 27568
65461 120481 14252
27818 119229 64212
86856 5863 53751
74113 68066 10135 87998
20616 12466 69921
4156 101920 39360
5079 117736 8715 65040
112210 68128 3709
79316 80986 101437 15156
91661 99736 13304
98868 69056 82906
111908 gi;gg 108713
121661 12355
74420 ggg;g 111666
%%gg 99108 ATG/CCG_B3
110304 17510 4771
66768 121130 94486
0751 4624 59008
20719 92521 5219
51129 26082 22400
115909 3015 105102
75070 54718 13039
70473 89273 20465
27680 10402 31952
88221 13827 103427 78103 7665
686 69147 26817
122510 70792 78735
5067 106692
3904 16914
84636 74100
6317 8075
119800 142944 11872
103009 72620
19940 104723
89279 87564
a7 37317
44948 2881
ggégﬁ 32111
20 20052
14037 9513
L9667 37883
Loasrs 19168
66437
83761 19939 Sigg
42092
80503 ;Zggg
ACC/CGT_B2 5947
36255
50034
ACCICTT_B1 T1%581
fgggg 59585
64084 sl
38505 01417
o
69202 17006
Tooe0 Tadss 04671
83447
&T756 73765
776 83112 iggsis
778 |ACG/CGC_B1 109861 32907
782 16968
787 74840
789 79013 20342
793
797 87967
798 24027
79.9 87699
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LG11[1] LG11[2] LG11 [3] LG12 [1] LG12[2]

921 117043
922 74855
9256 65644
932 95696 76.4 79673
93.7 70560 77.1 24191
938 6160 77.8 32453
939 13899 0.0 68051 78.8 89407
94.7 31817 3.1 99927 79.1 14189
94.8 70025 4.7 31022 80.0 65474
95.2 7376 6.3 17526 80.5 43794
95.4 22906 7.2 58688 81.4 64075
95.6 83477 7.7 15996 82.5 4087
96.0 103613 8.3 118508 82.7 84834
96.2 101129 10.6 91217 83.1 ACA/CGA_BS5
9.3 114629 111 103958 83.9 30221
9.8 hi25219 116822 115 100005 848 70308
97.1 71768 12.4 110945 85.3 29260
975 84755 12.6 42838 86.2 5788
98.0 ACAICCA_B7 138 6451 86.3 78500
985 97002 14.0 19513 87.1 12441
98.7 3014 14.4 22422 87.5 122787
98.8 35752 15.6 76806 87.8 92012
99.0 H22880 11585 15.7 105885 88.9 42533
H108843 117930 15.9 17618 89.4 79535
21235 90.2 35156
17377 90.7 139185
99882 91.0 12391
f‘gggg 91.5 14332 124110
92.3 41913
120456 93.3 93211
22564 69399 936 75419
120858 94.1 97117
75591 94.3 84862 72195
79999 94.7 || 72112
22128 95.2 — 74130
igig?l 96.1 —] 48521
96.2 ATT/CAG_B2
88663 —
ACCICGG_B5 HES = Briey
So813 os.a\l—Jl ATT/CGG_B4
99.4 (i— 52902
;;gig 24161 99.8 (Il Nl- 87888
123186 -
87638 =N >:.0>
30591 = A5t
64650 =
59173 =
— ACC/CGT_B7
25491 !
83284 — 122267
114334 - — 56046
18207 105.5 =)/ 25364
84446 77520 1823 ; ;2;&
13011 -
ATGI/CAC B3 107.5 I/ 112116
— 108.1 ) 18814
ge806 110.2 — 23305
aosa1 =
531
13769 N
64850 =
8107 —
68727 =
113800 —
83971 \
5620
28463 —]
73002 —
3258 —
90837 =
87916 —
23551 —
110309 —
| 31°80 1176 1 E | 22531
106315 ryy = Yo
3A7(;0A2/CGA732 119.4 4 - 3561
1203 J{i—M\ 35018
115468 120.5 il W 63545
106533 120.9 —] 78825
65589 121.3 —] 71218
76743 1221 —] 83075
36003 1223 = 92324
;‘773212 123.1 i 15774
123.6 ACA/CGA_B1
ggggg 124.3 —] 79208
i =
ggggg 126.1 — 9902;
126.2 114625
29869
58951 1263 | ACG/CGA_B2
45771 127.1 = 115211
25418 127.7 96822
110952 1285 52821
3066 129.1 80046
22416 129.7 9651
102392 81055 130.3 107096
W 74725 131.4 61220
78003 133.1 72257 113949
38451 133.8 97037
117602 134.8 89186
0483 135.8 74822
1219 39826 53.5 74891 136.6 46856
1227 31983 55.4 30543 137.0 5489
1228 45904 55.5 12760 137.8 28235
1233 17053 56.6 113413 138.4 1723
1237 1629 56.9 84971 139.0 124800
124.0 H11912 70646 58.7 3044 139.2 140358
1246 40278 65.1 15849 139.4 32919
125.1 85218 68.3 112299 139.9 81999
1253 68949 68.8 46700 141.0 110322
1257 11398 70.7 16782 141.6 ACG/CTC_B2
126.1 65777 70.9 54797 141.7 43044
126.7 52183 76826 71.0 96872 143.4 31143
19785 72.1 10040 144.1 110438
127.8 16283 73.7 30492 144.6 8057
1282 99722 74.3 45105 146.1 45944
1287 120085 74.5 107597 146.8 112921
129.3 27947 75.7 65428 147.9 35999
1294 22488 148.9 80786
130.6 13280 75802 1492 59112
1315 9388 151.4 70298
1324 20715
1331 ACA/CGT_B1
136.0 36038
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LG13[1] LG13[2] LG14[1] LG14[2] LG15[1] LG15(2]

0.09 91780
4.04 62854
5.11 80815
6.6 4889
7.24 89121
7.34 74073
85 76714 9832
01 04837 ACTICTA_B1
9.9 34399 AGTICTC_B5
1044 91295 117838
105 88025 13086
1159 78356
11.79 110923 2‘1‘35 7
1214 10792 64500 0.0 19700
122 83892
124 3024 ACGICAT B2 2 an
12.6 14510 4449 94812 5.6 51851
135 11648 75493 .
1361 27277 106136 74 42305
14.9 3127 13031 75 101878 50.4 75238
15.41 12977 3115 82 94764 50.9 119317
1561 9559 76318 28878 8.4 77188 513 44586
17.2 e 57851 2821 95 121576 517 64446
7] 11.,233 ACAICTA B4 47609 96 96383 518 64438
18.2 119129 0008 83146 10.1 40106 523 104377
18.3 63314 83005 et 110 102332 524 94133
192 67244 a5 T 82 10006 12 17058 532 100478
195 Hgo108 12586 60366 pil d 119 54117 533 72372
2007 lossz 92657 by 124 18317 60690 536 72417
12617 134 1497 537 91864
77697 g
202 st o 10006 137 87214 546 23808
208 106251 17770 70420 66821 145 8879 54.7 ACCICGA_B2
211 82505 10496 21838 147 98972 55.0 8943
218 39849 40673 32677 151 10330 55.3 103141
22 gooes 3 a0soL 106629 5.7 38727 73625
a1 Sasay 87135 114267 e 99104
232 28105 11050 85676 51378
233 28399 40124 23894 67006
24,0 115462 117818 3351 111420 112284
24.4 110 94600 22222 ACA CTG B2 40873
251 19200 100806 13323 5566 ACGICTT B2
252 45305 71264 -
257 110331 72617 96389 63274
26.1 13528 101691 59149 32814
264 80753 67154 anou 59644
267 10125 4901 e 79894 92750
213 8325 71707 12950 32881
215 85344 5031 90798 90336
276 29360 79824
277 23466 110124 AGT/CTT_B1 75089 114315
278 52257 66287 12685 7193
281 53735 18595 60869 18494
287 105056 11627 5034 7297 84240
29.2 79966 3960 15402 83493
2958 81974 73560 28868 116275
300 1103198 ACC/CCA_B3 72941 31129 4868
302 90760 116007 144508 23950 71395
30.3 - 30181 36313 20016
305 100756 106915 I 55469 54434 24065
309 2321 110160 72%3 15024
a3 72561 ACAICGG_B4 41791 64614 715%
| 106095
21 80936 ) i 107983
325 79726 68657 9720 prns
326 91613 17941 18056
328 30120 105440 231 66220
330 5165 26787 47928 7129
331 53920 35003 114029 15673
335 24834 96136 10355 38449
Bo Zay 96401 52014 65141
71015 40458 109462
33: 3 83347 30559 ﬁéggQ b 35389
352 68791 89269 b ;g;ig 86683
353 6301 14093 86870 92673
e praesd 26718 81030 45763 ATA/CGT_B1
363 112723 DCA18 44825 | 2%5
3655 86961 24141 25008 90
36.7 87578 64624 39232 89364
36.9 8586 9294 94598 69154
370 66773 36155 2851 115033 102114
74 o 22986 23031 46020
95998
37.9 102750 113156 108532 ATG/CCG_B1 75436
38.2 22401 111231 20631 53684
383 114944 ATT/CCG_B4 101615 100422
386 79615 74464 47734 494
39.0 32599 70077 71463 71498 16827
gg g 110030 112421 14469 57683
19207 10785 30978
39.9 1945 56012 e 32786
405 88679 65220
10008 84034
40.7 99133 110825 78648
413 81941 21401 35961 37788
417 68008 35192 36755 74211 26855 73921 62335
418 6051 ) 16746 67631 9163
421 90709 u 33314 77438
424 114808 92855 7079 35226
432 15184 74765 116810
435 111967 32173 w3 14887
438 10627 28118 76565 108869
440 4465 18505 96558 78363
441 55133 74132 16520 80416 UDO6
444 2
i 2103 e a a5
5.1 72805 85174 98627
4581 41398 ATG/CGA_B1 112308 12084 53416
4591 45055 232 ;igg" 37994
46.2 4 118550 114501
471 194500 7969 26067 21983 86721
] 17057 55355 112377 45683
476 79778 844 15605 14122
48.3 109759 16 107372 1106782 50417
48.84 71305 14931 101131 k 109552 117481
4901 41613 46175 74369 25 46130 2359
49.3] 37468 36629 9838 68593 426 85722 80911
041 83490 ss92 428 4202 66390
0] e 104724 ATGICAC_B1 432 110357 117304
50.74 55613 . 440 30413 26334
51.14 43157 107011 44.7 26723 64749
5161 18145 7522 448 3704 28652
5214 54535 449 115160 9947
5291 19386 fSCBCZ/CGGJ“ 454 48399 98999
oo sast 1108 459 102129 31421
55.24 48799 11783 460 24344 109517
55.44 65385 3% 464 83758 7579
563 3554 76617 465 34681
56.44 12146 4 413 72871
115249
57.41 91106 86750 474 19964
E e 95360 418 H95007 20265
o] podd 484 75515
60.3 104766 493 22064
61.34 44931 494 H 122332 7025
61.9- 94317 495 23885
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LG16[1] LG16 (2] LG17 [1] LG17[2] LG18[1] LG18[2]

103230

16144 00 116605

119340 51 34388

a1 45600 78 88457

s 97525 88 117005
64568 101 20580

e 31670 108 6513

21398 40366 111 85853

113462 85855 118 87523

43179 87733 120 113555

96032 18389 124 39463

86013 141063 132 23003 94318

111443 41299 145 108934

21505 24479 149 6502 86757

40521 3144 153

215 163 87853
121648

ot 101487 169 2121

89866 173 99282
57400

45529 23080 177 68084

86119 179 96162
48915

oy w3 AGTICTC_BL 11516 181 24289 85936

120592 5410 7993 187 5571

92007 190 121373

28797
67057
22099

53677
54015
107349 59939
14946

71455 61628 17
3774 89400
89522
90521

79636
10170 103116
6297

Free] preed Lorewz 212 s
Yo 214 63858
29113
ﬂggia 19060 219 22551
65953 63616 20 40659
36922 84603 29 83322 20081
68001 122034 20 50395
111209 97833 23 54501
12243 6608 25 89633
97118 Ji052 240 86277
FoES Lo 241 41780
97741 5%533 243 10807
95529 = 26 98166
117560 ol 24 81083
15737 12017 257 23568
11446 ik
78315100 50485 27 87510
it 74379 211 6523 74218
73022 1021 275 76280
68170 74724 27 47501
110848 17211 278 108490
56968 SI5 280 114571
119863 34710 71529 284 110114
70995 = 285+ 123164
113692 e 294 13117
31413 20.7\ = 60659

=
=
-
9316 3L0~\\=V/ 23895
i 117428 23 E 97561
70726 D 25 56397 = |
Gt 116957 B0\ 22191 =
dosad s 322//§=8\ ACGICAT_B1 E
31400 61432 21688 46895 335 //M=R\- 10252 =
Legs7 31866 22047 114311 30 0=R\ 37505 =
s 1518 ACAICAC_B1 =
161543 65621 - 34.3//=R\ 51020 =
57268 \ - |}
77949 j 65945 34.8/A—\- 44835 ]
16989 25859 39235 2.1l 58930 -
3840 21895 35,9 16039 =
iy 105558 360-— 08638 ]
72820 21437 115068 36.5-—J 9759
58203 36674 37.2-J— o686 81301 ||
2007 79308 315 30667 ~
27096 114378 . 350 =g coic5
e 73008 34 J—I- 70621
47469 90801 337 S 64540
106040 17964 392 43161
gfgg 97187 398 78187
86405 6014 ACCICAC_B1 399 16724
15260 76837 79059 405 93303
85150 25361 96629 43 67213
a7 118451 38277 418 59869
135 67307 20089 424 19517
ACCICGT_B4 24109 93827 428 30754 97408
048 ;;221 13376 32 egéggs
021082778 83821 sy :g g 121041
2428 48741 ACGICTA_B1 e 433
Em 29405 102487 461 3003
9813 ey 78557 466 82596
850 42081
33649 68306 48 10286
10650 864 31549 114406
78564 868 ACCICTT_B3 3358 476 7047
80684 831 86410 33140 483 DCA17
91055 88.2 38477 121545 485 93550
85284 90.3 97849 489 90823
breeo %04 83041 70163 sz
100597 90 96809 71615 iy
57836 939 ACGICAA_B5 509 28976
25750 511 74466
82415 26628 518 112743
98193
ot 67338 529 77454
32123 30771 531 113166
19389 43111 116710 538 16262
105374 48645 54.7 79931
59502 101109 56.1 30229
7851 120840 56.4 74716
6910 110141 574 84402
32964 26004 57.7 18495
38383 102860 519 15585
1o 33024 588 ACGICGT_B1
i 6789 502 71607
77875 122975 595 91556
o 47,64 111881 610 100664
8709 417 ] 156421 68935 620 ACGICAA_B4
73019 47.84 94932 -
627 116378
23007 47.94 113456 28 12173
90874 48.34 37831 635 35880
118725 495 82971 642 107520
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LG19[1] LG19[2] 20 (1] 20[2 LG21[1]  LG2L[2]
00 18290
37 65371
59 65181
7.1 45146
86 25377
838 60494
89 100782
105 39109
113 100354
101.2 41668 e S0
1015 18221 131 10724
102.0 95455 135 101839
102.7 110074 138 100818
115444 155 10279
ACA/CGC_B2 5135 164 98743
R 170 onrs
g?g?f 176 104456
2602 185 30317
192 80182 64250
109508 193 119963
70266 206 1109602 67656
73189 212 9010

21866 220 119996
32774 225 120756
10528 233 28092
64450 240 5889
2456 103588
},gg;“ 253 9822
80009 2556 91695
258 31303
11059 27,0 50939
69213 279 58024 110235
14110 280 1848 20471 109655
18145 289 112009 8739
48795112093 290 107482
76411 9.2 105554 AGT/CCT_B1
80414 300 55838 76925
103569 302 ACAICGT_B8 20970
|- 15380 304 115828 %'i‘g
= AGT/CGT_B1 %8 ACAICTA_B8 o
E = L 35882 70012
= o:c 312 9921 12
= 323 12406
— i 102754 328 81543 91292
| o683 330 82275 108760
= 8443 333 95887 90460
—- 122367 340 M- 63739 93030
= 28781 PR = ¥ 43449
=4/ 22990 344 S —1 18995 14214
—4l//- 66545 352 g 47456 1187
=i/ 6632 35.4 {—J 19118 19663
/- 114874 361\~ 352 86808
\ 91218 36.2 —qr 80783 103562
36.7 =1 17193
=/ 24707 = 37375
\ = 371 \@—f - 111181 HHE
\=/ 77830 37.3\{@—Jl/ 79184
=V 113335 382 -\B=R 117152 75601
17088 38.6 W}/ 110336 ATAICTG_B2 66429
N 92668 389 \§=F 19425 117164
A=\ 113919 39.7 \\=4// - 24062 ACAICGT_B7
A\ 10864 40.6 \\—V/, 30268 24287
A=R\ 12276 413~ 95245 70662
=R\ 7655 414 = 34728 10744
=R\ 28103 I =\t 24367
11089 = 30560 86802
= 247N\ Tace 41610 100034
[\ 6327 431 19778
56431 11119 44 MR\ 113047 37477
1338339982 453 //l=H\ 60103 31890
—J 14644 45.7 JlI=\ 81610 131135
87347 6.4 /=R 57771 137082
84070 iy =  \Reun 78269
101088 47.6 =1 90320 64140 33580 77467
89761 432 =Mk ACC/CCG_B2 ATGICGC_B1
101832 8.3 [ 68434 13829
4201 It = o 30830
23527 50.4 Sl 72026 69567
20419 505 115082 13301
50.9 85603 63138
111133 510 63549 92033
22243 517 12565 72601
5127 22 89732 65352
1835776575 529 3047 74164
41804 53.4 122821 o
36550 536 70854 by
108053 53.7 34139 uno
121285 545 32058
23664 548 47040 90056
2084 55.2 104346 79856
5.4 118119 107010
63345 56.0 99501 ACG_CAAIB2
5701 56.4 66299 120068
74809 573 49341 21663
119622 57.4 108968
96762 57.8 4983
108982 585 96245 49397
114233 58.8 113974
58.9 104085
;2%24 59.8 73216
20504 60.0 11406
60.6 76717
71755 612 94107
11443 615 10847
93107 622 25000
105307 625 29096
62.7 105273
63.4 94554
63.8 28604
64.1 108810
64.4 ATAICGA_B4
646 97655
648 106002
65.8 63820 15870
66.2 56716
66.8 75948
676 122763
66.1 115170
68.8 45887
69.4 24863 10110
69.6 25168
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LG22 LG23 LG24 LG25 [1] LG25[2]

0.0 71339
0.0 r 80312 6.8 40348
1.3 | 19322 7.8 98312
2.2 | 20209 9.6 19087
3.7 | 103661 10.9 99103
4.6 [ 60959 12.2 41811 74496
g-g: [ ;gggg 13.0 133607
23] [ Joaos 132 ACCICTA_B3
8.8 ACA/CGA_B7 139 25683
10.14 F 29427 - 14.0 60737
10.7 9 - 119700 14.8 89444
11.29 |- 85691 15.3 41884
12.6 | 108466 15.9 43781
14.7 H 33539 92680 161 78713
15.6 | 70708 169 36632
ig-‘z’ h [ jf‘gig 17.1 25513
e 89909 17.7 70454
180 ATG/ICAC_B2 179 347
18.6 12001 - 19.0 473%
19,0 ACG/CAC_B3 308 i
19.1 30432 22'1 15440
156 Te7a 230 (67630
20.6 119300 23.4 . 7423
221 50503 238 | | 19578
22.3 82290 24748 (W 119356
23.3 20722 25048 [W- 45107
239 32082 2138 (M ATA/CCT B4
241 - 14243
245 ‘
250 65073 97130
252 e 116711
25.3 120320
25.7 72209 3739
ggg ACC/CGA_B8 7815
270 79409 17033
27.1 AGT/CAT_B3 17437
27.6 37566 120555
2 17109 19924
282 If ACCICTA_B4
28.7 103210
115678
29.0 38234
e 85819 85241
%07 85819
29.9 100887 90774
30.2 99701 14727
30.3 31968
31.1 101580 91591
31.8 66963 87302
31.9 21975 94913
324 34188 2927
328 84816
33.1 114504 102738
335 82973
33.9 29318
34.0 20143 67026
34.5 99117 4286
2 reor7 121908
. 83117
35.8 14027 25212
36.0 97956 97621
364 15468 24732
gt - 78321 24 31075
37.6 21639 49.0 ' ACC/CCA_B4 23755
38.0 - 102451 29.21 - 92081 95857 ;
387 - 45619 495 106446 09274 037 24789 12521
39.5 - 70302 49.6 - 13572
206 AGT/CTC_B6 101502
39.7 80211 49.8 86009 87452 - 33995 91138
39.8 79222 50.5 99861 87474 89258 3111 [ 118147
40.2 119339 51.4 48260 31.39 b 88280
g 37223
40.7 14795 523 9850 31.44 |- 5114
40.8 74895 y 91162 ] 20849 75271
41.4 47470 111623 52.5 34347 103556 o-° 122819
419 1816 53.3 77817 3174 | 35707
42.0 33358 54.6 68537 21658 31.8 | 02782
42.4 81134 56.5 92077 18359 32.01 H 75635 63379
42.7 113095 24220 56.8 23707 73747 211 L0465
43.0 27601 57.4 113060 221 [ a2
435 30047 58.6 105660 21306 3741 [ Sader
jg'g 6698 59.5 31557 72508 33.0 H22612 28218
242 27221 59.6 128214 86282 3347 73373 oss20
a4.4 115533 60.2 96545 10638 3357 092095
44.6 101159 60.7 41938 30888 3361 | 76703
44.8 20928 60.9 9963 33.7 H 13267 29248
45.5 101949 61.6 27291 110425 3404 35616
458 21038 62.3 116499 71864 7] [is7172 118908
268 83805 &1 64189 120743 344 hi71916 3061
47.0 65648 gg'g ggggg 82572 3521 5871
478 ACG/CAA B1 229 Toonss 80073 3231 J§4CSSCCA*BZ ACA/CTA_B6
e [ 40952 66.4 117221 77382 355 [ 17020
oy L 67.4 18151 94625 74612 3.7 | 5033
49.2 24125 20566 3624 L 36776
50.0 4 L 45490 67.5 ACCICGA_B1 733 92456 363 | 41534
5051 | 60066 68.7 100189 765 85312 3641 [ 52768
50.6 1 [ 51508 69.7 104957 : 36.7 4 | 105369
51.6 | 14884 70.3 113771 79.4 2882 360 | 72087
2217 [ 123057 711 100700 81.1 11845 571 102453 78035
223 [ Hooo01 721 34498 83.2 65164 370 [ Zoo0
53.4 109442 ;3§ ﬁggi:; 85.4 1947 2784 29518 75510
53.6 114404 72-6 frypa 86.7 12003 ;] K %gézgﬁ
5547 ACAICGG_B1 - 89.8 44807 380 | 68715
5564 | 5267 76.2 79460 - 3801 [ seris
57,74 L 5084 79.5 34248 92.2 114295 3221 [ aa259
83.1 4893 J _I15551 71569
38.6 5139
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3049 cM uzunlugundaki 25 Baglanti Grubu (LG) (devam)
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5. TARTISMA VE SONUC

Sekanslama bazli genotipleme stratejileri genetik baglanti haritalarinda istenilen
molekiiler isaretleyici yogunlugunu az maliyetle ve daha az is giicii ile iiretmede basarili
olsa da genom yapisinin 6zgiinliigii elde edilen verilerin ise yararliligini limitleyebilir
(Treangen ve Salzberg. 2012). Genom kompleksligini azaltarak haritalama islemini
kolaylastiran Restriksiyon Enzimi Tabanli metodlardan olan RAD-Seq (Baird ve ark.
2008) ve GBS (Elshire ve ark. 2011) metodlar1 giinimiizde olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaya baglamistir. GBS ve RAD-Seq metodlar1 benzer enzim kesim teknigine
dayansa da GBS daha az karmasik bir metoddur ve zaman agisindan
degerlendirildiginde de RAD-Seq’e oranla daha az zamanda daha ¢ok veri elde etmeyi
saglamaktadir (Ward ve ark. 2013).

Zeytinde bugiine kadar olusturulmus genetik haritalar genellikle RAPD, AFLP, RFLP,
SSR, ISSR molekiiler isaretleyicileri ile olusturulmustur ve diinya genelinde
kullanilmaktadir (La Rosa ve ark. 2003). Diisiik maliyet genotipleme caligsmalarinda
prosediirii belirlemede en 6nemli etkendir. Mikrosatellitler, Cogaltilmis Parca Uzunluk
Polimorfizmi (AFLP), Sinirlayici Enzim Parga Uzunlugu Cesitliligi (RFLP) gibi
molekiiler isaretleyicilerin elde edilmesinde klonlama ve primer dizayni asamalarinin
ugrastiriciligl, maliyetinin fazla olmasi ve molekiiler isaretleyici yogunlugunun sinirh
olmasi gibi nedenlerle SNP (Single Nucleotid Polimorphism) molekiiler isaretleyicileri
onem kazanmustir (Beissinger ve ark. 2013). SNP molekiiler isaretleyicileri DNA
tizerinde en fazla bulunan mutasyonlardir ve bitkilerde yapilan arastirmalarda son
donemde popiiler olarak kullanilan molekiiler isaretleyiciler durumundadirlar (Ward ve
ark. 2013). SNP molekiiler isaretleyicilerinin maliyet, elde edilmesindeki kolaylik ve
yogunluklu harita elde etmedeki avantajlar1 nedeniyle SNP tabanli bir baglant1 haritas1

olusturulmasi tercih edilmistir.

Daha once zeytin bitkisine ait baglant1 haritas1 olusturma ¢alismalarinda SNP molekiiler
isaretleyicileri tabanli bir harita gelistirilmemistir. Bu ylizden yaptigimiz ¢calisma diinya
genelinde bir ilk olmustur. El Aabedine ve ark. (2010) ve Khadari ve ark. (2010) zeytine
ait genetik baglanti haritasi olusturmuslardir. Yapilan ¢alismalarda AFLP, ISSR ve SSR
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molekiiler isaretleyicileri kullanilmistir. Bu haritalara ait ve bizim yaptigimiz ¢alismaya

ait molekiiler isaretleyici sayilar1 ve veriler Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Son donemde zeytin genomunda yapilmis Genetik Baglant1 Haritasi
calismalari

Molekiiler Ort.
Molekiiler  Isrt. Arasi Baglanti

Harita Isrt. Arast Maks. Grubu

Pop. Uzunlg. Ort. Uzaklik  Uzaklik Uzun.
Caprazlamalar Sayisi (cM) (cM) (cM) (cM)
‘Picholine
Piepegine dz 140 2366 8.06 32 48
Languedoc’*
g{)v;flfﬁn:** 147 3823 8.70 66 91
Grerlig 121 3049 0.61 9 122

‘Edincik Su’***
* EI Aabidine ve ark. (2010)
** Khadari ve ark. (2010)
*** Yaptigimiz ¢caligma

Zeytin diploid bir bitki gesitidir ve 46 kromozoma sahiptir (2n=46) (Green and Wickens
1989). Zeytine ait bir haritanin her bir haploid kromozoma ait olmak tizere 23 baglanti
grubu icermesi beklenmektedir. Yapilan son iki ¢alismadan birinde 49 digerinde ise 42
baglant1 grubu olusturulmustur (Cizelge 4.3). Yaptigimiz ¢alismada olusturdugumuz
baglant1 haritasindaki molekiiler isaretleyiciler arasina giremeyen molekiiler
isaretleyicileri gozardi etmemek ve aymi zamanda harita giivenilirligini de arttirmak
amactyla genetik baglanti haritasinda zeytin haploid kromozom sayis1 olan 23’e yakin

25 baglant1 grubu olusturulmustur. (Cizelge 4.2).

Yaptigimiz calismada 25 adet Baglanti Grubu (LG) olusturulmus sayilar1 58 ve 361
arasinda degisen ve toplam 5 736 adet SNP molekiiler isaretleyicisi harita iizerine
yerlestirilmistir. Baglant1 gruplarmin toplam uzunlugu 3 049 cM olarak belirlenmistir.
Bir baglant1 grubu iizerindeki SNP molekiiler isaretleyicilerinin arasindaki en uzun
mesafeler ve ortalama mesafeler belirlenmistir. Birden ¢ok rekombinasyon olayindan
kaynaklanacak hatalar olugmamasi adina, Ozellikler arasinda biiyiik araliklar

olmamasina dikkat edilmistir.
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Haritanin biitiinii ele alindiginda molekiiler isaretleyiciler arast maksimum mesafe 9
cM, her bir molekiiler isaretleyici arasindaki ortalama mesafe 0.61 cM olarak
belirlenmistir. El Aabedine ve ark. (2010) ve Khadari ve ark. (2010) tarafindan
olusturulan zeytine ait genetik baglanti haritalariyla kiyaslandiginda molekiiler
isaretleyici mesafeleri birbirlerine daha yakindir. Ortalama baglanti grubu uzunluguna

bakildiginda da daha uzun gruplar elde edilmistir (Cizelge 4.3).

Yaptigimiz ¢alismada 2 ebeveyn ve 121 melezden elde ettigimiz verilerle 5 736 adet
SNP molekiiler isaretleyicisi 25 Baglanti Grubu (LG) iizerine yerlestirilmistir. El
Aabedine ve ark. (2010) tarafindan olusturulan haritada 140 melezden 345 molekiiler
isaretleyici ve Khadari ve ark. (2010) tarafindan olusturulan haritada ise 147 melezden
436 molekiiler isaretleyici haritalanabilmistir (Cizelge 4.4). Buradan yola ¢ikilarak SNP
molekiiler isaretleyicilerinin Ward ve ark. (2013) tarafindan bildirdigi gibi DNA
tizerinde en fazla bulunan mutasyonlar oldugundan SNP tabanli baglant1 haritalarinin

daha yogunluklu haritalar olduklar1 sdylenebilir.

Cizelge 4.4. Son donemde zeytin genomunda yapilmig Genetik Baglant1 Haritas1
calismalarinda molekiiler isaretleyicilerin harita tizerine yerlestirilme sayilar

Haritalanan
Molekiiler Baglanti
Populasyon Isaretleyici Grubu

Caprazlamalar Sayisi Sayisi Sayis1 (LG)
‘Picholine marocaine’
‘Picholine du Languedoc’* 140 345 49
‘Oliviere’ x ‘Arbequina’** 147 436 42
‘Gemlik’ x ‘Edincik Su’*** 121 5736 o5

* EI Aabidine ve ark. (2010)
** Khadari ve ark. (2010)
*** Yaptigimiz ¢alisma

Elde edilen haritanin yogunlugu arttikca onemli ticari karakterlere ait molekiiler
isaretleyicileri belirlemek amaciyla yapilacak QTL analizleri daha da kolaylasacaktir.
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