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OZET

Kayis1 (Prunus armeniaca), diinya capinda onemli bir meyve tiiriidiir. Sarka olarak da
bilinen, Plum pox virus (PPV) kayisida verim kaybina neden olan 6nemli bir viral
hastaliktir. Bu tez calismasinda PPV’ye dayanikli ve hassas 4 kayisi cesidinde
(Hacrthaliloglu, Ordubatbenzeri, Stark Early Orange (SEO), Zard) PPV dayaniklilik
lokusu (PPVres) niikleotid (nt) dizisinin yiiksek kapasiteli dizileme sistemleri ile
belirlenmesi ve bu lokus iizerinde bulunan polimorfik bolgelerin kesfedilmesi
hedeflenmistir. DNA dizilmesi Illimuna High Seq 2000 sistemi ile gergeklestirilmistir.
Ham veriler temizlenip ve filtrelendikten sonra SEO, Ordubatbenzeri, Zard cesitleri icin
sirastyla 94.975.040, 116.835.356, 113.792.588 okuma elde edilmistir. Uc cesidin
okumalari, Seftali ve Hacihaliloglu genomunda 1. kromozom iizerindeki 8400000-
8700000. niikleotidler (nt) arasindaki 300 bin nt uzunlugundaki parcaya eslestirilerek,
lic cesit icin PPVres lokusu elde edilmistir. U¢ cesidin 300.000 nt uzunlugundaki
PPVres lokusu, Hacihaliloglu PPVres lokusu ile karsilastirildiginda kesfedilen
varyasyon/SNP sayis1 SEO’da 26.155, Ordubatbenzeri’nde 25.891, Zard cesidinde ise
25.516 olarak bulunmustur. Ayrica 103 adet (-di, -tri, -tetra) SSR lokusu tespit edilmis
ve 58 tanesinin polimofik oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen bu varyasyonlar
PPVres lokusunda yer alan PPV dayaniklilik gen veya genlerinin kesfedilmesinde,
markor destekli seleksiyon (MAS) calismalarinda kullanilabilecek markorler

gelistirilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek kapasiteli dizileme (HTS), Sarka, Tek Niikleotid
polimorfizmi (SNP), Basit Tekrarli Diziler (SSR)
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DETERMINATION OF POLYMORPHIC SSR AND SNP LOCATIONS BY
COMPARING DIFFERENT APRICOT GENOMES (HACIHALILOGLU,
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ABSTRACT

Apricot (Prunus armeniaca) is an important fruit species worldwide. Plum pox
virus (PPV), also known as Sharka, is an important viral disease that causes loss of yield
in apricot. In this thesis, we aimed to obtain the nucleotide (nt) squence of PPV
resistence loci (PPVres) using high capacity sequencing systems and to explore the
polymorphic areas on this loci, in four apricot accessions (Hacihaliloglu,
Ordubatbenzeri, Stark Early Orange (SEO), Zard). DNA sequencing was conducted
with Illimuna High Seq 2000 system. After the raw data was cleaned and filtered,
94.975.040, 116.835.356, 113.792.588 reads were obtained for SEO, Ordubatbenzeri
and Zard species, respectively. The PPVres loci for the three varieties were obtained by
aligning the reads to the 300,000 nt long fragment between 8400000 and 8700000th
nucleotides (nt) on the first chromosome in the peach and Hacihaliloglu genome.
Comparision the 300,000 nt long PPVres loci to Hacihaliloglu PPVres reveaeled 26.155
indels/SNPs for SEO, 25.891 in Ordubatbenzeri, 25.516 in Zard. In addition, 103 SSR
loci (-di, -tri, -tetra) were 1dentified and out of the total, 58 were polymorphic. The
polymorphic sites will be used in the discovery of the PPV resistance gene(s) located in
the PPVres loci and in the development of markers that can be used in marker assisted

selection (MAS) studies.

Key Words: High-Throughput Sequencing - HTS, Sharka, Single Nucleotide
Polimorphism (SNP), Simple Sequence Repeats (SSR)
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GIRiS

Ulkemizin jeopolitik konumu ve farkli ekolojik kosullara sahip olmas1 bir cok meyve
tiirliniin  yetistirilmesine imkan kilmistir. Basta kayis1 olmak {iizere, badem, seftali,
nektarin, findik, incir, antepfistigi, kiraz, visne, erik gibi meyvelerin yetistiriciliginde
diinyada onemli konumdadir [1]. Tiirkiye, baz1 meyvelerdeki yiiksek iiretim miktari ile

ilk on igerisinde yer almaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. Ekonomik olarak onemli Prunus cinsi meyve tiirlerinde iilkelerin iiretim
degerleri (FAO, 2017) [2]

Kayisi Kiraz - Visne Badem
Ulkeler Uretim(ton) | Ulkeler Uretim(ton) | Ulkeler Uretim(ton)
Tiirkiye 985.000 Tiirkiye 672.132 ABD 1.029.655
Ozbekistan ~ 532.565 ABD 398.140 Ispanya 255.503
Italya 266.372 Iran 140.081 Iran 111.845
Cezayir 256.890 Ozbekistan ~ 136.609 Tiirkiye 90.000
Iran 239.712 Sili 126.642 Italya 79.599
Pakistan 178.957 Italya 118.259 Avustralya 75.373
Ispanya 162.872 Ispanya 114.433 Tunus 67.000
Fransa 148.500 Yunanistan  89.600 Cezayir 61.943
Afganistan 131.816 Ukrayna 70.860 Cin 47.875
Yunanistan  106.600 Romanya 55.490 Libya 34.404




Seftali - Nektarin Erik

Ulkeler Uretim (ton) Ulkeler Uretim (ton)
Cin 14.294.973 Cin 6.804.399
Ispanya 1.799.685 Romanya 434.390
Italya 1.250.721 ABD 423.200
ABD 775.189 Sirbistan 330.582
Tiirkiye 771.459 Iran 298.893
Iran 422.365 Tiirkiye 297.589
Misir 360.723 Sili 290.175
Sili 332.824 Hindistan 269.467
Kore 295.281 Italya 206.966
Hindistan 289.866 Fransa 205.031

Ulkemizde iiretimi yapilan meyve tiirleri arasinda kayis1 énemli bir tiirdiir. Tiirkiye,
kayisinin anavatani olmamasina ragmen Anadolu’nun ¢ogu bolgesinde yetistiriciligi
yapilmaktadir. Kayisinin anavatani, Vavilov (1934) calismasina kadar Ermenistan
olarak kabul edilmis, bu nedenle Prunus armeniaca olarak adlandirilmistir. Fakat daha
sonraki yapilan calismalar 15181inda kayisinin anavataninin Orta Asya, Cin ve Sibirya

oldugu anlasilmistir [3, 4].

FAO (2017) verilerine gore, 2017 yilinda toplam 4.257.241 ton taze kayisi
tretilmektedir. Tiirkiye 985.000 tonla kayisi iiretiminde 1. siwrada yer almaktadir.
Ulkemiz erkenci sofralik kayisi iiretiminde, kuru kayisi iiretiminde ve ihracatinda ilk
sirada yer almaktadir. Ulkemizden her yil yaklasik 90 iilkeye (Rusya, ABD, ingiltere,
Almanya vd.) kuru kayis1 ihracati yapilmakta, kayis1 yetistiriciliginden Onemli

miktarlarda gelirler elde edilmektedir.
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Sekil 1. Kayis1 Uretiminin 2017 yili FAO verilerine gore kiiresel dagilimu [2]

Kayisida, 6nemli problemlerden birisi Plum pox viriisii (PPV) hastaligidir. Sarka olarak
da bilinen viral hastalik basta kayis1 (Prunus armeniaca) olmak iizere, seftali (Prunus
persica), erik (Prunus domestica ve Prunus salicina), visne (Prunus cerasus), Kiraz
(Prunus avium) gibi sert cekirdekli meyvelerde, verim kaybmna neden olmaktadir.
Hastalik ile enfekte olmus agacta meyve seklinde bozukluk, yumusama, erken
olgunlasma goriilmektedir. Hastalik bir defa yayildiktan sonra viriis kontrolii miimkiin
olmadigindan virise dayamkli cesit gelistirme 1slah¢ilarin temel hedefi olmustur.
Yillarca siiren cabalara ragmen, Avrupa kayisilarinda dayamklilhik kaynagi tespit
edilememistir [5]. Ancak Kuzey Amerika’da, Stark Early Orange (SEO), Goldrich,
Harlayne ve Stella c¢esitlerinin PPV’ye dayanikli oldugu oldugu tespit edilmistir. Bu
cesitler Avrupa 1slah programlarinda Sarka ’ya dayamikli ebeveynler olarak
kullanilmaktadir. Tiirkiye de ise Elibiiyiik ve Erdiller (1995), 7 kayis1 ¢esidini ¢alismis
ve dayaniksiz olduklarimi belirtmistir [6]. Caglayan ve arkadaslar1 (2004) Sakit-2 ve
11/89 tipleri kayis1 cesidi ile 7 erik c¢esidini calismis ve Sarka hastaligina dayaniksiz
olduklarim1 belirlemislerdir [7]. Giircan ve arkadaslar1 (2015, 2019) Tiirkiye
germplasminda bulunan 200’iin iizerinde kayisi ile calismig, 5 adet dayanikli kayisi
cesidi belirlemis, geriye kalan cesit ve tiplerin Sarka’ya dayaniksiz oldugunu rapor
etmistir [8, 9]. Bir baska calisjmada Sarka ‘ya dayamklilik i¢in Tirkiye’nin 6nemli
kurutmalik kayis1 cesitlerini, Kuzey Amerika’nin hastaliga dayanikli cesitleri ile
caprazlayarak 225 kombinasyonda toplam 6.750 melez kayisi1 bitkileri elde etmislerdir.
Yaklasik 2.900 bitkide de fenolojik, pomolojik ve verim analizlerine devam edildigini



bildirilmistir [10, 11]. Ulubas Serce ve arkadaslar1 (2013) bu melez popiilasyonlarinin
bazilarin1 SEO/Harlayne dayaniklilik lokusu ile baglantili 2 markor ile taramis ve 62
melez bitkinin SEO/Harlayne dayaniklilik lokusuyla baglantili markorleri tasidigimi
belirlemislerdir [12]. Adana’da SEO/Harlayne tipi dayanikli cesitler kullanilarak

yapilan melezlemelerde dayanikli ¢esit gelistirmeye calisilmistir [13].

Kayisida Sarka dayanikliligin genetik kontrolii bircok calismanm konusu olmus ancak
net bir sekilde ¢oziilememistir. Yapilan calismalarla dayanikliligin, tek bir lokustan
veya birka¢ lokustan kaynaklaniyor olabilecegi bildirilmistir [14]. Baglanti Grubu 1’in
(BG1) st kisminda yer alan ve PPVres adi verilen biiyiikk bir lokusun Sarka
dayanikliliginin %70’ inden sorumlu oldugu rapor edilmistir [15]. Zuriaga ve arkadaslar1
(2013) yaptiklart calismada PPVres lokusunu, 196 kb’lik bir bolgeye kadar indirmistir
[16]. Soriano ve arkadaslar1 (2012) calismalarinda Molekiiler Destekli Secimde (MAS)
kullanilmak tizere PPVres ile iligkili li¢ basit dizi tekrar1 (SSR) (PGS 1.21, 1.23 ve 1.24)
markoriinii gelistirmistir [17]. Decroocq ve arkadaslari (2014) daraltilan 196 kb’lik
bolgede, 5 b¢’lik bir delesyonun dayaniklilik ile iligkili oldugunu rapor etmis ve bu 5 bg
delesyonu belirlemek icin ZP002 adli tek dizi uzunluk polimorfizmi (SSLP) markdriinii
gelistirmistir [18]. Passaro ve arkadaslar1 (2017) calismalarinda, PGS 1.21, ZP002 ve
PGS 1.24 markorleri icin yiliksek ¢oziiniirliiklii erime (HRM) analizini rapor etmistir

[19].

Bu tez calismasinda PPV’ye dayanikli ve hassas 4 kayist c¢esidi (Hacihaliloglu,
Ordubatbenzeri, Stark Early Orange (SEO), Zard) ile calisilmistir. SEO ve Zard,
Sarka’ya dayanikli, Hacihaliloglu ve Ordubatbenzeri Sarka’ya hassas cesitlerdir. Bu
cesitlerin tim genom DNA dizileri iiretilmis ve biyoinformatik analizlere tabi
tutulmustur. Ardindan ii¢ ¢esidin okumalari, Seftali ve Hacihaliloglu genomunun 1.
kromozom {izerindeki 8400000-8700000. niikleotidler (nt) arasindaki 300 bin nt
uzunlugundaki parcaya eslestirilerek, lic ¢esit i¢in ayr1 ayr1 PPVres lokuslar1 elde
edilmistir. U¢ ¢esidin 300.000 nt uzunlugundaki PPVres lokusu, Hacihaliloglu PPVres
lokusu ile karsilastirilmis ve ¢ok sayida yeni SSR ve SNP lokuslar: kesfedilmistir.



1.BOLUM
GENEL BILGILER VE LITERATUR OZETi

1.1. Kayis1 Hakkinda Genel Bilgiler

Prunus ailesinde temel kromozom sayis1 x=8’dir. Badem [P. dulcis D.A. Webb (6nceki
ismi: P. amygdalus Batsch)], seftali [P. persica (L.) Batsch], kayis1 ve kiraz diploittir ve
2n = 2x = 16’dwr. Visne, P. spinosa L. ve P. fruticosa Pall. ise heksaploid olup 2n =
4x = 32’dir. Prunus cinsinde 230 tiir bulunur. Bu tiirlerin biiyiik bir cogunlugu 1liman
iklim kusagina adapte olmus ise de 35 tiirli eski diinya tropik kusagma ve 25 tiirii ise
yeni diinya tropik kusagina endemiktir. Prunus cinsinde yer alan kayisi bu aile i¢inde

ekonomik olarak onemli agag tiirlerinden biridir.

Rus botanik¢i Vavilov, kayist icin 3 gen merkezi oldugunu bildirmistir. Bu gen
merkezleri: Kuzeydogu, Orta ve Bat1 Cin ile Gansu ve Kuzeydogu Tibet’i igerisine alan
bolgelerdir. Ayrica Vavilov, Tiirkiye nin de i¢inde bulundugu, iran, Kafkasya ve Yakin
Dogu’da yabani kayisilarin bulunmadigini ve mevcut kayisilarin ise kiiltiirli yapilan
cesitlerden olustugunu belirterek buranmin ikinci derecede gen merkezi olabilecegini

sOylemistir [20].

Arastirmacilarin birgogu, anavatan1 Cin ve Orta Asya olan kayisiy1, Anadolu’ya Biiyiik
Iskender’in Asya Seferleriyle (M.0.330-323) getirdigini diistinmektedir [21, 22]. Ancak
kayisinin zaten Anadolu topraklarinda yetistirildigini kanitlayan ¢aligmalar yapilmigtir.
Bu kanitlardan birisi Yozgat Bogazkdy’deki kazilarda, Hititlere ait M.O. 1650-1200
yullar1 arasindaki yasayan topluluk hakkinda bilgiler veren civi yazili tabletlerin
coziilerek okunmasi sayesinde Anadolu’nun ge¢cmisi hakkinda bilgiler saglanmigtir.

Tabletlerden anlagilana gore Hititler’in sadece kayisiy1 degil baska yas ve kuru



meyveleride tiikettigi anlasilmigtir. Ayni zamanda meyveleri tiikketmenin yani sira

tanrilarina sunduklar1 ve kutsal yerlere koyduklar1 da tabletlerden anlagilmistir [23,24].

Kayismin tohum ile ¢ogaltilmas1 ve uzun yillar boyunca farkli ekolojik kosullar altinda
yetistirilmesi sonucunda bitki sistematikcileri tarafindan 6-8 eko-cografik grubunun

oldugu rapor edilmistir [25, 26]. Bu gruplar ise su sekildedir:

Cungar-Zailiy Ekocografik Grubu: Ilk eko-cografik gruptur. Panfilov yakinlarmdaki
daglik alanlar, Kazakistan’da Talty-Kurgan ve Alma-Ata Daglar1 ve Sincan’da Ining
bolgeleridir. Kayis1 agaclarinin dikkat ¢ceken 6zelligi kis soguklarina dayanikli olmasidir
[22, 25].

Orta Asya Ekocografik Grubu: Kayisinin eski genotiplerini i¢cinde barindiran en
zengin grup oldugu bildirilmistir. Afganistan, Kesmir, Sincan, Kirgizistan, Ozbekistan
ve Tacikistan’daki kayis1 cesitlerini kapsamaktadir [27]. Buradaki kayisilarin ¢cogunun
kendine uyusmaz ve meyvelerdeki kuru madde oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir

[20].

iran-Kaﬂ(asya Ekocografik Grubu: Tiirkiye, Ermenistan, Azerbaycan, Giircistan,
Dagistan, Iran, Irak, Suriye, Kuzey Afrika, Ispanya ve Italya’nin baz1 bolgelerinde yerel
kayist cesitleridir. Kayis1 agaglarinin Orta Asya grubu gibi giiclii ve uzun Omiirli

olmadigini ve cogunun kendine verimsiz oldugu bildirilmistir. [22].

Avrupa Ekocografik Grubu: Dogu, Bati ve Kuzey Avrupa olarak 3 alt grubu
bulunmaktadir. Agaclar1 gii¢siiz gelisim goOstermekte ve erkenci cesitlerden
olusmaktadir. Avrupa kayis1 grubu, Orta Asya ve Iran-Kafkasya grubu ile kiyas
edildiginde fungal hastaliklara kars1 daha toleranslh oldugu rapor edilmistir [25].

Dogu Cin Ekocografik Grubu: Bu grup, Orta Cin ve Japonya’daki bircok kayisi

cesidini ve P. armeniaca var. ansu tiiriinii icermektedir [20].

1.1.1.Kayis1 Tiirleri

Bitkilerin ilk ortaya ¢iktig1 ve evrimlerini tamamladiklar1 yerlere “Gen Merkezi” veya
“Anavatan” denilmektedir. Tiirkiye, hem Yakin Dogu hem de Akdeniz Havzasi
icerisinde bulunmas1 avantajiyla, diinyada yetistirilen ¢cogu meyve ve sebze tiirlerinin
gen merkezi veya gen merkezi alanlarinda bulunmaktadir [28, 29]. Ayrica iilkemizin

ekolojisinin bahge bitkileri yetistiriciliine uygun olmasi, go¢ yollar1 iizerindeki



konumu ve Tiirkiye topraklarinin {izerinde cogu medeniyetin var olmasi sayesinde
Tiirkiye’de cok sayida tiir ve cesit bulunmaktadir [28, 29]. Bitki cesitliliginin ¢ok
oldugu bu cografyanin ayn1 zamanda da meyve genetik kaynaklar1 bakimindan da
zengin oldugu goriilmektedir. Bu zengin genetik kaynak kayis1 bitkisinde de
bulunmaktadir. Ulkemizde erkenci cesitten gec cicek acanmna kadar degisen cesitler
bulunmaktadir. Subtropik iklimin 6zelliklerini tasiyan sahil kesimlerinden, iliman iklim
ozelliklerini gosteren i¢ bolgelerde bircok alandaki kayisi tiretimi ekonomik bir sekilde
gerceklestirilmektedir. Genelde, giiney ve bat1 bolgelerinde erken c¢icek acan sofralik
kayis1 cesitlerinin yetistirilmesi yaygm iken, i¢ bolgelerde daha ¢ok kurutmalik
cesitlerin yetistirildigi goriilmektedir. Ulkemizdeki iklim 6zellikleri bakimindan Dogu
Karadeniz Bolgesi ile Dogu Anadolu’nun yiiksek bolgeleri haricinde hemen hemen

cogu bolgesinde kayisi iiretimi yapilabilmektedir [30].

Diinya iizerinde genis bolgelere yayilan kayisinin tarihsel siirecin icerisinde botanik
ozellikler bakimindan farkli eko-cografik gruplar ve lokal alt gruplar1 olusmustur.

Suanda diinyadaki dokuz tane kayisi tiir ve alt tiirleri bilinmektedir. Bu tiir ve alt tiirler;

-Prunus armeniaca L.,

-Prunus armeniaca var. ansu Maxim. (Ansu Kayisisi),
-Prunus mume (Sieb.) Sieb. et Zucc. (Japon Kayisisi),
-Prunus sibirica L. (Sibirya Kayisisi),

-Prunus mandshurica (Maxim.) Koehne (Mangurya Kayisisi),
-Prunus davidiana Carr.,

-Prunus x dasycarpa Ehrh. (Siyah veya Mor Kayisi),
-Prunus armeniaca var. holosericea Batal. (Tibet Kayisisi),

-Prunus brigantiaca Vill. (Briancon Kayisisi-Alp Erigi) [20, 22] siralanabilir.

Bu tiirler icerisinde iilkemizde de yetistiriciligi yapilan ve diinyada en genis cografik
alana yayilis gosteren tiir Prunus armeniaca L.’dir. Bunun yaninda Dogu Cin, Giiney

Kore ve Japonya’da Prunus armeniaca var (Ansu Kayisisi) yetistiriciligi yapilmaktadir.

1.1.2. Kayis1 Uretimi

Diinya iizerindeki kayisinin iiretimi ve yetistiriciligi son zamanlarda giderek artan bir
grafik gostermektedir. 2017 yilinda diinyada yas kayisi tiretimi 4.257.241 ton olmustur.

Ulkemiz ise 985.000 tonluk yas kayisinin iiretimi ile diinya yas kayis1 iiretiminde lider



konumdadir ve toplam diinya kayis1 iiretiminin %18.8’ini karsilamaktadir (Tablo 1.1).
Ulkemizin baslica kayis1 meyvesi iiretim alam1 Malatya ilidir. Ilimiz adinmn Hititler
zamaninda ‘‘Meyve Bahgesi’’ anlamindaki ‘‘Melitue, Maldiya, Melita’’ kelimelerinden
koken aldig1 goriilmektedir [31]. Malatya ilinde 2017 yilina ait yas kayisi iiretimi
verileri 380.551 ton olarak kayit edilmistir. Bolgede, kayisi iiretimi cogunlukla
kurutmalk gesitlerden elde edilmektedir ve bu iiretim dis pazara yoneliktir. Ilimizde
bulunan kayist agacglarinin ¢ogu “Hacihaliloglu” cesidinden olusmakta ve bu cesidi

“Kabaast” kayisi cesidi takip etmektedir.

Tiirkiye Kayisisimn Uretim / Verim Miktarlar
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Sekil 1.1. 2000 - 2017 Yillar1 Aras1t FOA verilerine gore Tiirkiye’de Kayis1 Uretim /
Verim Miktari

Tablo 1.1. 2017 yilinda en ¢ok yas kayisi iiretimi yapan iilkeler

Ulkeler Uretim Miktarlan
Tiirkiye 985.000
Ozbekistan 535.565

Iran 239.712

Cezayir 256.890

Italya 266.372

Pakistan 178.957

Toplam 2.459.496 (ton)




Tiirkiye iirettigi kayismin ¢ok fazla miktarin1 kurutmalik olarak yapmaktadir. Kuru

kayisi ihracati iilke ekonomisine dnemli katki saglamaktadir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. 2016 yilinda en ¢ok kuru kayis: tiretimi yapan iilkeler

Ulkeler Uretim Miktarlan
Tiirkiye 103.250

Iran 15.000

Ozbekistan 9.000

Cin 6.000

Afganistan 3.500

Diger Ulkeler 32.700

Toplam 169.450(ton)

1.2. Kayisida Hastalik Etmeni Olan Plum pox viriisii

Plum pox viriisii yani Sarka Hastalig1 sert ¢ekirdekli meyvelerde verim kaybina neden
olan viral bir hastaliktir. Slavca’s1 Sarka (Sharka) olan hastaliga, ingilizcede ‘Plum pox’
ad1 verilmistir. Viriis ilk olarak 1915 yilinda Bulgaristan’da tespit edilmis ve hastaligin
viral oldugu 1932 yilinda rapor edilmistir. Hastalik yaprak bitleriyle (afitler) veya bitki
materyali ile tasmmaktadir. Sarka hastaligmin belirtilerinin - goriilmesi 2-4  yil
stirebilmektedir. Simptomlar genellikle yaprakta acik yesil noktalar, halkali sekiller ve
cizgiler, meyvelerde ve cekirdeklerinde halkalar, lekeler, ciiriimeler ve yumusamalar
olarak goriilmektedir. Meyvelerde enfeksiyonun olmasiyla birlikte, seker miktari
diismekte, tadi bozulmakta ve erken meyve dokiimii gozlemlenmektedir. Hastaligin
tespiti ise biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemlerle yapilmaktadir [32, 33, 34, 35,
36, 37].
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Tablo 1.3. Ulkelerde PPV durumu

Yaygin dagihm gosteren iilkeler:

Bulgaristan, Yunanistan, Romanya, Macaristan, Slovakya, Cek Cumbhuriyeti,
Polonya, Almanya, Arnavutluk, Giiney Kibris, Misir, Hirvatistan, Sirbistan, Karadag
[38].

Sinirh dagilim gosteren iilkeler:

Tirkiye, Avusturya, Kanada, Moldova, 1ngi1tere, Ukrayna, Fransa, Italya, Portekiz,
Ispanya, Slovenya, Hindistan, Sili, Rusya, Norvec [38].

Giris yapmus, ancak az oranda kayith enfeksiyon gosteren iilkeler:

Isvigre, Suriye, Hollanda, Litvanya, A.B.D, Urdiin, Tunus, Arjantin, Pakistan,
Japonya, Israil, Belgika [38].

Varhgi bilinen, ancak hakkinda detayh bilgi mevcut olmayan iilkeler:

B. Hersek, Belarus, Iran, Kazakistan, Cin, Liiksemburg [38].

Avrupa’daki ¢ogu iilkede hastalikla bulasik oldugu tespit edilen on binlerce agac
sokiilmiis ve bircok bahge hastaliktan arindirilmistir. Sarka hastaligi gectigimiz 15 yil
icerisinde, Sili’de [39], Kanada’da [40] ve ABD’de [41] tespit edildigi raporlanmistir ve
en son Japonya’ya kadar hastaligin ulastig1 bildirilmistir [42].

Diinya kayis1 tiretiminin biiyiik bir kismimi Tiirkiye karsiladigr icin Sarka Hastalig:
ilkemiz icin ¢ok onemlidir. PPV, iilkemizde ilk defa 1968 yilinda tespit edilmistir. Son
calismalarda PPV wkinmn (D ve M) cikis noktasmin/genetik cesitlilik merkezinin
Tiirkiye oldugunu isaret edilmistir (9, 43). Ayrica PPV’nin iki isolat grubu (PPV-T ve
PPV-MlIs) sadece Tiirkiye’de bulunmustur (44, 45). Ayrica kayis1 yetistiriciliginin

yogun oldugu Malatya’da ilinde hastaliga rastlanmamustir.

1.3. Kayisi’da Sarka Dayanikhilik Testi ve Islah Calismalar

Sarka hastaligmin ilk calismalar1 80’li yillarda baslamistir. Dayanikli ¢esit ve tiplerin
belirlemesi ve dogal enfeksiyon calismalar1 yapilmistir. Dogal enfeksiyon caligma

yontemi su sekilde islemistir; test edilecek cesit veya tipler PPV ile bulagik olan
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agaclarin yanina dikilerek dayanikli olup olmadiklar1 test edilmistir [46]. Ayrica
hastaligin bir bagka bulagsma nedeni olan afitler veya goz asilar1 kullanilarak yapay
enfeksiyon caligmalar1 siirdiiriilmiistiir. PPV’yi bulastirmada gz asilarinin etkin bir
yontem oldugunu belirlemistir. GF-305 seftali anaglarinin hastalik belirtilerini ¢ok hizli
bir sekilde gosterdigini bildirilmistir [47, 48, 49]. GF-305 anaci kullanarak, PPV
dayanikliligin1 belirlenmede iki yontem gelistirilmistir. Ilk yontemde, tohumdan gelisen
veya klon olan GF-305 anacina, test edilecek kayisi gesit veya tipleri asilanip kayisi
gozlerinin stirmesi beklenmektedir. Daha sonra siirgiin veren kayisilarin tizerine PPV ile
enfekteli gozler asilanarak hastalik bulastirilmaktadir [47, 50]. ikinci yontemde ise 6nce
GF-305 anacina hastalik bulastirilmakta ve tizerine kayis1 gozii asilanmaktadir.
Arastirmacilar her iki yontemin kiyaslamasmi yapmis ve ikinci yontemin daha iyi sonug
verdigi bildirmistir [49]. Viriis varhiginmn molekiiler tespitinde ise genelde ELISA
teknigi uygulanmaktadir. Analizde simptomlarin gozlenmemesi ve ELISA testinde de
viriisiin olmamasi durumunda bitki dayanikli, simptomlarin bulunmas: ancak yapilan
testlerde viriisiin tespit edilmemesi durumunda bitki tolerant, viriisiin ve hastaliga ait
simptomlarin  birlikte  goriilmesi durumunda ise bitki dayaniksiz = olarak

tanimlanmaktadir.

ABD ve Avrupa’da, PPV hastalig1 icin 1slah caliymalar1 1950’lerden beri siire
gelmektedir. Kegler ve arkadaslar1 (1998) 50 yillik siire igcerisinde Prunus familyasinda
Sarka’ya dayanim ile ilgili derleme makalelerinde 280 ¢alismayi tartigmislardir [51].
Martinez-Gomez ve arkadaslar1 (2000) kayisida yapilan dayamklilik caligmalarini
Ozetleyerek kayisida tip ve cesitlerin Sarka’ya dayaniklilik durumlarini listelemistir
[52]. Avrupa’da yiiriitiillen dayaniklilik 1slaht ve molekiiler caligmalarinda PPV’ye
dayanikli bazi kayisi ¢esitleri “Goldrich”, “Harlayne”, “Stark Early Orange”, “Stella” ve
“Harcot” tespit edilmistir. Bu kayis1 gesitleri 1slah ¢aligmalarinda siklikla dayanikli
ebeveyn olarak kullanilmaktadir. BOylece ekonomik ac¢idan ©6nemli olan kayisi
cesitlerine dayamiklilik aktarilmaya ¢ahgilmaktadir. ispanya, Yunanistan, Fransa, Italya
ve Cek Cumbhuriyeti kayisi 1slah programlarini yiiriiten diger iilkelerdir. Bu ¢aligmalarda
Yunanistan’da “Lito” ve “Pandora”, Fransa’da “Avilara”, Cek Cumbhuriyeti’nde
“Leronda” cesitleri gelistirilmistir. Tiirkiye de Elibiiylik ve Erdiller (1995), 7 kayisi
cesidini calismis ve dayaniksiz olduklarini belirtmistir [6]. Caglayan vd. (2004) Sakit-2
ve 11/89 tipleri kaysi ¢esidi ile 7 erik cesidini ¢calismis ve Sarka hastaligina dayaniksiz
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olduklarmi belirlemislerdir [7]. Giircan vd. (2015, 2019) Tirkiye germplasmindan
bulunan 200’iin iizerinde kayisiy1 calismis, 5 adet dayanikh kayist ¢esidi belirlenmis,
geriye kalan cesit ve tiplerin Sarka’ya dayaniksiz oldugunu rapor etmistir [8]. Bu
dayanikli kayisilarin 2 adedi (Kanis ve Fracasso) Kuzey Amerika kokenli dayaniklik
karakterini gostermemektedir. Dayaniklhilardan 4’t Tiirkiye kayisist olup, ikisine
Erciyes etek daglarindan Lifos ve Cebir ismi verilmistir. Diger ikisine de Anadolu’da
Asularin en biiyiik karumu (ticaret merkezi) olan Kanis’e istinaden “Kanis” ve “Karum”
isimleri verilmistir [9]. Bir baska calismada Sarka’ya dayaniklilik saglamak amaciyla
Tiirkiye’nin  Oonemli kurutmalik kayis1 cesitlerini, Kuzey Amerika’nin hastaliga
dayanikli ¢esitleri ile caprazlayarak melez bitkiler elde etmislerdir. 225 kombinasyonda
toplam 6.750 melez kayist bitkisi arazi kosullarina aktarimis, verim ¢aginda bulunan
yaklasik 2.900 bitkide de fenolojik, pomolojik ve verim analizlerine devam edildigini
bildirilmistir [10, 11]. Ulubas Serce vd. (2013) bu melez popiilasyonlarinin bazilarini
SEO/Harlayne dayaniklilik lokusu ile baglantili 2 markor ile taramis ve 62 melez
bitkinin SEO/Harlayne dayaniklilik lokusuyla baglantili markorleri tasidigini
belirlemislerdir. Fakat fenotipik testlemeler yapilmadigi icin bu melez bitkilerin
dayanmiklilik durumlar: netlestirilememistir [12]. Adana’da SEO/harlayne tipi dayanikli
cesitler kullanilarak, dayamkli cesit gelistirmeye yonelik caligmalar yapilmigtir.
Fenotipik testlemeler yapilmadigi icin melezlerin dayaniklilik durumlar1 net olarak

belirtilmemistir [13].

Arastirmacilar, Sarka hastalifinda siirdiiriilen caligmalarda, hastaligin epidemolojisinin
anlasilmasi, viriise ait genlerin islevinin anlagilmasi, virlise dayanikli cesitlerin
gelistirilmesi  ve dayaniklillk i¢in genetik mekanizmanmn anlasilmas: {izerine
yogunlagsmistir. Sarka’ya dayanikli kayisi kaynaklariin ve molekiiler genetiklerinin
arastirilmasinda cesitli segregasyon ve molekiiler haritalama calismalar1 yapilmis ve bir
tek genle kontrol edildigi belirtilmistir [53, 54, 55]. Bununla beraber bazi arastirmacilar
ise 2 genle [54, 56] ve bir kisim arastiricilar ise 3 gen ile [54] kontrol edildigini gosteren
caligmalar yayinlamislardir. Prunus davidiana’dan gelen dayaniklilik c¢alismalari
hastaligin genetik kontroliinii daha karmasik bir noktaya getirmis ve bircok dayaniklilik
lokusu oldugu gosterilmistir [57, 58]. SEO’dan gelistirilen F1 ve F2 popiilasyonlar:
tizerinde [59] ve SEO caprazi olan Lito’da [60, 61] yapilan ¢aligmalar sonucunda
Baglanti Grubu 1 (BG1) ve Baglanti Grubu 5 (BG5)’de minor Kantitatif Karakter
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Lokuslar (QTL) rapor edilmistir. Minor dayaniklilik lokuslarinin BG3 [57, 58, 62] ve
BGS5’de yer aldigi rapor edilmistir [62,63]. Marandel ve ark. (2009a, 2009b) QTL meta-
analizi caligmasinda daha dnceden yayimlanan 6 calismay: birlestirerek BG1 ve BG3
izerinde 4 bolge tespit etmislerdir. [57, 58]. Dayanikliligin genetik mekanizmasi ve
dayaniklilig1 kontrol eden lokuslarin sayisi tartismali da olsa, kayis1 genomu BG1’in iist
kisminda bulunan major lokusun dayanikhilikta etkili oldugu arastirmacilar tarafindan
kabul edilmektedir. BG1 lokusunu belirleyebilmek i¢cin var olan Bakteriyel yapay
kromozom (BAC) kiitiiphanesi [64] kullanilarak BG1 sekanslanmig ve olusturulan BAC
kiitiiphanesindeki DNA parcalarindan SSR markorleri gelistirilmistir [65]. Iki SSR
markoriiniin -~ (“sstPACITAS”  ve “ssrPaCITA17”) markor destekli  seleksiyon
calismalarinda (MAS) kullanilabilecegi belirlenmistir [61]. Daha sonraki ¢aligmalar ile
BG1’in iist kisminda yer alan PPVres ad1 verilen biiyiik bir lokusun dayanikliligin %
70’inden sorumlu oldugu rapor edilmistir [66, 67]. MAS caligmalarinda kullanilmak
tizere PPVres lokusunda molekiiler markorler tanimlanmistir. Soriano ve arkadaslari
(2012) tarafindan yapilan calismada PPVres lokusu iizerinde ii¢ basit dizi tekrar1 (SSR)
(PGS 1.21, 1.23 ve 1.24) markorii gelistirmislerdir [17]. Ardindan Zuriaga ve
arkadaslar1 (2013) yaptiklar1 ¢alismada PPVres lokusunu, 196 kb'lik bir bolgeye kadar
daraltmistir [16]. Decroocq ve arkadaglar1 (2014) ise daraltilan 196kb’lik bolgede, 5
b¢’lik bir delesyonun kesfetmisler ve bu delesyonun dayanikliliktan sorumlu oldugunu
varsaymiglardir. 5 b¢ delesyon belirlemek i¢in ZP002 adli tek dizi uzunluk polimorfizmi
(SSLP) markoriinii gelistirmistir [18]. Ardindan Passaro ve arkadaslar1 (2017), PGS
1.21, ZP002 ve PGS 1.24 markorleri icin yiiksek c¢oziiniirlikli erime (HRM)

analizlerini geligtirmistir [19].

Giircan ve arkadaslar1 (2019) yukarida belirtilen markorlerin tamamini1 kullanarak
Tiirkiye kayisilarmi taramistir. Markorler ve dayaniklilik arasindaki baglanti ortaya
konmustur. PPV dayanikliligi1 icin fenotipik ve genotipik tarama arasinda
uyumsuzluklar oldugu rapor edilmistir [9]. Bu uyumsuzluk daha onceki caligmalar ile
de belirlenmistir. Rubio vd. (2014), PPVres lokusu ile baglh markorle (PGS1.21,
PGS1.23 ve PGS1.24) 80 kayis1 ¢esit ve tipini genotiplendirmis ve dayaniksiz ¢esidi
'Alba" ve (1002)8-6 genotipinin, PPVres iliskili markorleri gosterdigini de bildirmistir
[68]. Benzer sekilde, Decroocq vd. (2014), PPVres lokusu ile iligkili markorlerin

dayanikli kayist seciminde tam olarak giivenilir olmadigini belirtmistir. Primerler
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gelistirilmesine ragmen heniiz PPV dayaniklilig1 i¢in major gen kesfedilememistir. Bu
alanda daha fazla calismanin yapilmasi ve giivenilir markorlerin  kesfedilmesi

gerekmektedir [69].

1.4. Molekiiler Markorler

Molekiiler markor, genom iizerindeki bir gen boliimii veya gen bolgesi ile iligkisi olan
DNA parcalar1 olarak tanimlanmaktadir. Molekiiler markorlere ayni zamanda DNA
tabanli olmalarityla DNA markorleri olarakta bilinmektedir. DNA molekiiliinde
polimorfizm gosteren bolgelerin tespit edilmesi molekiiler markorlerin caligma
prensibidir. Polimorfizm, DNA dizisinde bulunan farkli amino asit varyasyonlar1 olarak

bilinmektedir. Bu belirtecler kodominant veya dominant 6zellige sahip olabilmektedir.

Molekiiler markorler niikleik asit temeline dayali genetik markorler olmasindan dolay1
bitki 1slah¢ilar tarafindan genom analizlerinde kullanilmaktadir. Bu belirtegler
kullanilarak birbirine morfolojik bakimdan yakin olan kiiltiir cesitlerini bile
ayirabilmektedir. Molekiiler markorlerin kullanildigr alanlar, QTL analizleri, genetik
haritalama, Kkiiltiir cesitlerinin tanimlanmasi, genetik akrabaliklarin belirlenmesi,
tohumculukta safiyet analizlerinde, gen kaynaklarmin karakterizasyonunda, genetik

kaynagin yapisimi anlamada gibi bir¢ok kullanim alanlar1 mevcuttur.

Molekiiler markorlerde, yiiksek derecelerde polimorfizm gostermeleri ve genotipleri
birbirinden ayirabilmeleri, heterozigot bireyleri, homozigot dominant bireylerden
ayiwrabilmeleri, uygulama maliyetinin diisiik ve tekrarlanabilirlik oranmin yiiksek olmasi

gibi bazi 6zellikler istenmektedir.

1.4.1. Molekiiler Markor Tipleri

Molekiiler markoérler Kullanilan yontemler bakimindan, Hibridizasyona Dayali
Markorler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PZR) Dayali Markorler olmak iizere iki
ana gruba ayrilmaktadir. Hibridizasyona dayali markorlerde RFLP (Restriction
Fragment Length  Polymorphism/Sinirli  Parca  Uzunluklar1  Polimorfizmi)
bulunmaktadir. PZR tabanli markorler ise 4 cesittir. Bunlar, SSR (Simple Sequence
Repeat/Basit Tekrarli Diziler ya da Mikrosatelitler), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA/Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism/Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi), ISSR
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(Inter Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm)’dir. Bu
Markorlerin diginda ise, SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism), SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic)
ve bu sistemlere ek olarak DNA sekanslama temeline dayanan SNP (Single Nucleotide

Polymorphism) markorleri bulunmaktadir.

1.5. SNP VE SSR

Genetik caligmalar yapan arastirmacilar tarafindan Tek niikleotid polimorfizim (SNP)
ve basit tekrarlanabilir diziler (SSR) markorleri fazlaca tercih edilmektedir. SSR ve
SNP markérleri, genetik harita yapilmasinda, harita temelli gen izolasyonunda, markor

destekli seleksiyon (MAS)’da, QTL calismalarinda yogun olarak kullanilmaktadir.

SNP’ler bir genom iizerindeki tek niikleotid degisiklikleri olarak bilinmektedir. SNP’ler
hem oOkaryotik hemde prokaryotik organizmalarda en yogun goriilen polimorfizm

kaynagidir. SNP tam otomasyona uygun olmasi avantajiyla ¢calismalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir [70].

SSR markorleri 1 ile 6 baz tekrarindan olusan DNA parcalaridir. DNA Polimeraz
enzimi replikasyon iglemi sirasinda tekrar bolgesinde yiiksek oranda hata yapar. Sonug
olarak bu bolgelerde 1000 kat daha fazla mutasyon gozlenmektedir. Boylece SSR
lokuslarinin yakin akrabalar arasmnda bile polimorfiktir ve bu markor sistemi
kodominanttir ve gelistirildikleri laboratuvarlar diginda da giivenli olarak
kullanilabilmektedir. Yari-otomasyona (florasan isaretleme, kapilar elektoforesiz,
bilgisayar yardimi ile allel uzunlugu 6l¢iimii) uygundurlar. SSR’ler sagladiklar: yiiksek
bilgiler ile popiilasyon genetigi ve parmakizi analizlerinde sik¢a kullanilan markor
sistemidir. Multialelik SSR’ler, SNP’ler kadar yogun olmasa bile 6karyatik genomlar da
yogun bir sekilde bulunmaktadir.

1.6. Mutaston Tipleri

Tek baz degisiklikleri (nokta mutasyonlar), gecisler (transisyon) veya capraz aktarmalar
(transversiyon) mutasyonlar1 bulunmaktadir. Transisyon modelinde, Adenin (A) yerine
Guanin (G) veya Sitozin (C) yerine Timin (T) gelmesi yani aym cinsten degisme
demektir; piirinden piirine veya pirimidinden pirimidine gecis

(transition) mutasyonu denir. Bu degisimin dort sekli vardir: Geg¢is mutasyonlari, A <>
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G veya C < T seklinde olabilecek degismelerdir. Capraz aktarmalara ise;
degisim (transversion) mutasyonu denir. Bu durumda bir purin pirimidine veya bir
pirimidin piirine doniisiir. Bunun da sekiz sekli miimkiindiir: A < C; A-T; G—C veya
G<T. Pirinin iki pirimidinden herhangi birine veya bir pirimidinin iki piirinden
herhangi birine degismesidir. insersiyon veya ensersiyon genetikte bir DNA dizisine bir
veya daha ¢ok baz ciftinin eklenmesidir. Baz degismeleri bir baz yerine baska bir bazin
ikamesi (base substitution: baz ikamesi) seklinde veya bir bazin eksilmesi veya

eklenmesi (indel mutations) seklinde olmaktadir.

1.7. Yiiksek kapasiteli dizileme (High-Throughput Sequencing - HTS)

Yiiksek kapasiteli dizileme (High-Throughput Sequencing - HTS) platformlari, genom
dizileme, RNA materyalinin paralel ve es zamanl olarak dizilenmesi, transkriptom
dizileme, transkriptlerin 5' ve 3' uclarmin belirlenmesi, tek niikleotid degisimleri,

insersiyon, delesyon ve genlerin ifadesini belirlemede siklikla kullanilmaktadir.

Genom dizilemesi kismen veya tamamen yapilan canlilarda genetik diizeyde ¢aligmanin
onii acilmistir. Orne@in musirda yapilan yaprak yanikligi genetik olarak calisiimasinda
1.6 milyon SNP kullanilmig ve 32 QTL bdlgesi bulunmustur [71]. Domuzda viicut
gelisimini kodlayan genler 51.385 SNP ile calisilmistir [72]. Sigirlarda siit verimini
belirleyen genler 56.000 SNP ile [73], dogurganlik 10.000 SNP ile [74] calisilmistir
[75]. Arabidopsis’te 341.602 SNP ile baglant1 dengesizligi (Linkage disequilibrium)
calistlmistir [76].

1.7.1. Genomu Dizilenenen Bitkiler

Seftali genomu, Sanger dizileme teknolojiyle 8.5X kapsamli DNA dizisi elde
edilmistir. 1 Kb’dan biiyiik 202 dizi (scaffold) iiretilmistir. Genom biiyiikliigii daha
once tahmin edilen 280-300 Mb biiyiikliigiinden daha kiiciik 227 Mb olarak
bulunmustur. 27.851 adet gen anotasyonu yapilmis ve bunlardan 838 adedinin alternatif
uc birlestirme (splicing) gosterdigi belirlenmistir. Seftali genomunda toplam 28.689
adet protein kodlayan bolge ve milyonlarca genetik markor, SSR, SNP’ler
kesfedilmistir [77].

Japon Kayisist (Prunus Mume), [llumina GA sisteminde 101X kapsam ile dizilenmis

ve 280Mb genom birlestirilmistir. Ardindan Rosaceae familyasinda dizilenen genomlar
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ile eslestirilmis ve Rosaceae kromozom evrimi, birlesmeleri, parcalanmalar1 ve
duplikasyonlar1 belirlenmistir. U¢ onemli gen ailesi ¢aligilmuistir. Farkli dokulardan
transkriptom profilleme yapilmig; erken ciceklenme, endodormansi ve bakteriyel

enfeksiyonlara yanit ekspres genleri belirlenmistir [78].

Elma genomu, Sanger (4X kapsam) ve Roche 454 (12X kapsam) kombinasyonu ile
dizilenmistir. 603.9 Mb biiyiikliigiinde genom 17 kromozom olarak birlestirilmistir.
Pyreae alt ailesindeki 17 kromozomun atasal 9 kromozomdan evrildigi tespit edilmistir.
Ciceklenme ve meyve verimi ile ilgili 15 tiyeli MADS-box gen gurubu, sorbitol iiretimi
ve tasinimi genleri tespit edilmistir. Genom dizileme caligmalar1 sonucunda bitki
genomlarinda yeralan gen sayilari, gen yogunlugu, transkripsiyon faktorleri,

dayamklilik genleri gibi bir ¢ok genom bilesenine dair bilgi tiretilmistir [79].

Kiraz (Prunus avium) genomu, yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak genom
dizisini belirlenmistir. Birlestirilen dizilerin toplam uzunlugu 272.4 Mb, N50 uzunlugu
219.6 kb olan 10.148 skaffold dizisinden olusturulmustur. 43.349 tam ve kismi protein
kodlayan genler tahmin edilmistir. Kiraz ve seftali genetik haritalarinin karsilastiriimasi,
iki genom arasinda yiiksek sentez oldugunu ortaya ¢ikarmustir. Kiraz skaffoldlar: harita
ve sentez temelli stratejiler kullanilarak birlestirilmistir. Alt1 ¢esidin tiim genom
analizinde 1.016,866 SNP ve 162,402 insersiyon/ delesyon bulunmustur, bunlardan
%0,7 den fazlasinin yikici 6zellikte oldugu goriilmiistiir [80].

Literatiir Calismalan

HTS teknolojisi ile biiyilk miktarlarda veriler {iiretilmektedir. Bu iiretilen veriler
sayesinde, RNA transkriptlerinin miktarinin belirlenmesi, yeni genlerin kesfi,
transkriptom analizi, SSR ve SNP lokuslarinin belirlenmesi ve molekiiler markorlerin

gelistirilmesi gibi ¢alismalar yapilmaktadir.

Verde ve arkadaslar1 (2012), Prunus tiirlerinde, SSR’ler da dahil olmak iizere smirli
sayida genetik markor gelistirildigini belirtmistir. Bu ihtiyaci karsilamak icin, seftali
genomun biitiiniinii kapsayan ¢ok sayida SNP markoriiniin kesfi, haritalamasi ve
seftalide MAS calismalarinda kullanilabilecek molekiiler markorleri gelistirmeyi
hedeflemislerdir. Bunun icin Illumina ve Roche / 454 siralama teknolojilerini kullanarak
56 adet seftali genotipinin biitiin genomunu sekanlamiglardir. Toplam 56 adet seftali

genotipinden 2.797 milyon okumadan 25,4 Gb DNA sekansi elde ettiklerini rapor
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etmisler ve genom lizerinde 1.022.354 SNP tanimlamislardir. Illumina GoldenGateH
testi ile SNP’lerin validasyon islemi yapildiktan sonra, genik olan(eksonik ve intronik)

SNP’lerin %75’ inin dogrulandigim bildirmislerdir.

Verde ve arkadaslan (2017), seftali genomunun ilk haritasindaki yanlis diizenlenen
kisimlar1 diizeltmek, yiiksek doygunluga sahip baglanti haritalamasi yapmak ve ilk
seftali genomundaki harita kalitesini arttirmak i¢in daha kapsamli sekanslama
yontemleriyle caligmay1 gerceklestirmislerdir. Seftali baglanti haritasini gelistirmek i¢in
3.576 molekiiler markor ile dort baglanti haritasini kullanmiglardir. Bu caligmada,
IF7310828 x Ferganensis (PxF) seftali popiilasyonunun 242 fidesi, ‘Contender’ x
‘Ambra’nin F2 popiilasyonunun (CxA) 305 fidesini deney i¢in kullanmislardir. CxA F1
ebeveynininden, 265 SNP gelistirmislerdir. SNP’lerin test edilmesi ardindan 194’{inii
haritalama i¢in kullanmiglar ve geriye kalan 71 SNP’1 kullanmamuislardir. PxF soyunun
242 fidesi, IPSC 9 K SNP dizisi ile genotiplendirmisler ve diziye yerlestirdikleri 8.144
SNP’ten toplam 3.399’unun polimorfik (% 41,7) oldugunu bildirmislerdir [81].

Zuriaga ve arkadaslar (2013), PPV’ye dayanikli “Goldrich” kayis1 ¢esidinde PPVres
lokusunun fiziksel haritasmi yapmislardir. Bakteriyel yapay kromozom (BAC) klonlari,
454 / GS-FLX Titanyum teknolojisini kullanarak sekans islemi gerceklestirmislerdir.
Ayrica, 7 kayist ¢esidinin (iic PPV'ye dayanikli ve dort PPV'ye hassas) ve 2 tane
PPV’ye hassas kayis1 akrabasmin (P. sibirica ve P. mume) genomunu Illumina-
HiSeq2000 platformunu kullanarak 14x kapsamli sekanslarini elde etmislerdir. 6 BAC
kiitiiphanesiden, 454 / GS-FLX sekanslama platformunda 40 ile 641 bc¢ uzunlugu
arasinda degisen ve ortalama 348 bc olan 127.802 okuma iiretmislerdir. Illumina
teknolojisini kullanarak kayisi genlerinin sekanslanmasi sonucunda “Harlayne” icin
91.443.246, “Canino” i¢in 373.801.518 arasinda degisen toplam 1.445.495.513 okuma
rapor etmislerdir. Diisiik kaliteli bolgelerin ve tiim HTS verilerinde vektor ve
adaptorlerin ¢ikarilmasmdan sonra, Illumina icin ortalama 95.19 b¢ ve 454 dizileri i¢in
34479 bg¢ uzunlugunda 1.391.686.236 kesilmis okuma bildirmislerdir. Temizlenen
sekanslar PGS1.20 ve PGS1.252 markorleri araligin1 kapsayan ve 7.986.205-8.281.900
araligma karsilik gelen scaffold_1’1 seftali genomuna hizalamiglardir. Seftali genomuna
esleme yaptiktan sonra PPVres lokusunu yaklasik olarak 196 kb’lik bir bolgeye kadar
daralttiklarini rapor etmislerdir [16].
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Donq ve arkadaslann (2014), RNA-Seq teknolojisi ile 454 GS-FLX Titanyum
platformlarin1 kullanarak, Cin’de ekonomik ve ekolojik olarak onemli bir bitki olan
Sibirya kayisisim1 sekanslamuglardir. Marjinal arazide yetisen bu kayist ¢esidinde
tohumlarmin yiiksek yag oranina sahip olmasi ve Cin'de bir biyoyakit hammaddesi
olarak kullanilmasina ragmen bu tiiriin transkriptom bilgilerinin ve molekiiler
caligmalarinin sinirli oldugunu belirtmislerdir. Calismada, 454 GS-FLX Titanyum
platformunu kullanarak uzunluklar1 ortalama 451 bazdan olusan 273.068 ham okuma
tretmislerdir. Diisiik kaliteli okumalari, adaptorleri, primer dizileri ve 45 b¢’den az
dizileri c¢ikardiktan sonra 1.243.067 yiiksek kaliteli okumalar elde etmislerdir. Bu
okumalarin GC igeriginin ortalama % 44,5 oldugunu rapor etmislerdir. 45 ile 5.566 bc¢
arasindaki temiz okumalar1 kullanarak Newbler 2.6 programinda 35.171 izotigi elde
ettiklerini bildirmislerdir. Tiim okumalar1 de-novo olarak 4.600 iinite halinde
birlestirerek 6.509 unigenden 7.304 SSR tanmimlayip, toplam 9.930 primer cifti
tasarladiklarii bildirmislerdir. Bu primerleri dogrulamak icin ise rastgele sectikleri 50
primer ciftini secmisler ve 24 tanesinin istenilen bantlar: tirettigini gdzlemlemislerdir.
Bu veriler 1s18inda, agronomik karakterleri ve tohumlardaki yag asitlerinin bilesimini
degistirmek icin MAS programlarinda kullanilabilecek bir sekans bilgisi tabani
sagladiklarint ve dolayisiyla bitkinin gelecekte biyo-dizel hammaddesi olarak

kullaniminin kolaylasacagimni raporlarinda belirtmislerdir [82].

Salazar ve arkadaslarnn (2015), “Rojo Pasion” ve “Z506-7” (her ikisi de Kuzey
Amerika cesidi “Orange Red” ve Ispanyol cesidi “Currot” arasindaki caprazlamadan
elde edilen) kayis1 genotiplerini RNA-Seq analiziyle test etmiglerdir. Ayrica parmak izi
ve genetik cesitlilik analizilerini yapmak i¢in farkli kokenlerden ve iilkelerden olusan 37
kayis1 genotipini test etmislerdir. Analiz ettikleri 5 kiitiiphaneden toplamda 1.034
milyon ham c¢ift u¢ okuma uzunlugu (100 bg) iiretmislerdir. Bu ham okumalardaki
adaptor dizileri, bos okumalar ve diisiik kaliteli sekanslar1 ¢ikararak, sonugta toplam 992
milyon yliksek kaliteli okuma belirlemislerdir. Daha sonra seftali referans genomu v1.0
eslemislerdir. Ancak temiz okumalarin % 30’unun seftali genomundaki 8 scaffold’un
hicbiriyle eslesmedigini bildirmislerdir. Seftali genomunu referans kullanilarak temiz
RNA-Seq okumalarinda SNP ve INDEL tanimlamasint yapmislardir. Toplamda Rojo
Pasion’da 282.977 ve Z506-7°de 293.574 varyasyon tanimlamiglardir. Bu varyasyonlar
arasinda Rojo Pasion'da 277.703 ve Z506-7'de 287.627 SNP tespit etmislerdir. Rojo
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Pasion'da 5.274 ve Z506-7'de 5.947 INDEL tespit etmislerdir. Scaffold_1’de tespit
edilen (Rojo Pasién’da 65.140 ve Z506-7'de 67.402) SNP ve INDEL’lerin en fazla
sayida varyant oldugunu bildirmislerdir. U¢ farkli SNPlex testinde toplam 99 SNP’yi
analiz ettiklerini ve analiz edilen bu SNP’ler arasinda 95’inin 37 kayist genotipinde

polimorfik oldugunu tespit etmislerdir [83].

Rubio ve arkadaslan (2015), PPV icin hassas / dayaniklilik Gen Ifade Analizi adli
caligmasmi gerceklestirmistir. Bitki materyali olarak, Kuzey Amerika cesidi ‘Orange
Red” (PPV'ye dayanikli) ve Ispanyol cesidi ‘Currot’ (PPV'ye hassas) arasindaki
caprazdan elde edilen ‘Rojo Pasion’ (PPV’ye dayanikli) ve “Z506-7" (PPV’ye Hassas)
kayis1 genotiplerinde calismuslardir. Kayis1 fidelerine ©nce PPV asilamasi
gerceklestirmistir.  Asiladiklart  gesitlerden  ‘Z506-7° replikatlar1  giiclii  Sarka
simptomlarmi gostermis ve ELISA ve RT-PZR’de de pozitif oldugunu gostermistir.
‘Rojo Pasion’ replikatlarinin ise sarka simptomlarmi gostermedigini hem ELISA hem
de RT-PZR ile belirlemislerdir. Daha sonra bu cesitlerden RNA izole ettikten sonra
cDNA Kkiitiiphanelerinin dizilerini Illumina HiSeq2000 ile elde etmislerdir. FastQC
yazilimmi kullanarak ham RNA-Seq okumalarinda kalite kontrolii yaptiktan sonra
diisiik kaliteli bolgeleri filtrelemek icin fastx-toolkit aracini kullanmislardir. Tophat
1.4.0 ve Bowtie 0.12.7 yazilimlarin1 kullanarak yiiksek kaliteli okumalar1 P. persica
genom v1.0’e eslemislerdir. Analiz edilen Orneklerden 100 b¢ uzunlugunda 1.209
milyon ham pair-end okumalari tiretmislerdir. Ham okumalardan adaptor dizilerini, bos
okumalar1 ve diisiik kaliteli dizileri ¢ikarmiglar ve toplam 1,163 milyon yiiksek kaliteli
ve temiz okuma elde etmislerdir. “Rojo Pasion” ve “Z506-7" okumalarinda 283.057 ve
293.565 varyasyon tespit etmislerdir. ‘Rojo Pasion’da tespit edilen 277.792 SNP’nin
5.266’sinin INDEL (delesyon) oldugu ve Z506-7°de tespit edilen 287.062 SNP’nin
5.939’unun INDEL’lerden olustugunu rapor etmislerdir. En fazla SNP yogunlugu ise
scaffold 1’in iizerinde saptadiklarini bildirmislerdir. (Rojo Pasion 63.140 SNP ve Z506-
7’de 65.402 SNP). Ayrica PPVres lokusunda (196 kb bolge) dayanikli genotip Rojo
Pasion’a 6zgii 124 SNP tanimlamislardir. Bu SNP’lerin PPV dayanikliligindan sorumlu

aday genlerin tanimlanmasinda kullanilabilecegini bildirmislerdir [84].

Bielenberg ve arkadaslan (2015), Genotyping-By-Sequencing (GBS) yOntemini
kullanarak seftalinin F2 popiilasyonunda SNP kesfi yapmiglardir. Bitki materyali olarak

yikksek sogutma gereksinimine ihtiya¢ duyan ‘Hakuho’ cesidini ve diisiik sogutma
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gereksinimi isteyen ‘UFGold’un F1 hibritini kendileyerek, 57 adet seftali F2
popiilasyonunu gelistirmislerdir. Illumina HiSeq 2000 platformu kullanarak sekanslama
islemini gerceklestirmislerdir. 63 havuzlanmis ve barkodlanmis 6rneklerden, her 6rnek
icin yaklagik 100 b¢’lik 1,5 milyon tek uglu okuma iirettiklerini rapor etmislerdir.
TASSEL programini kullanarak seftali genomunun tiim ana scaffoldlar1 boyunca
dagilmis 9.998 SNP lokusu tanimlamislardir. Prunus tiirlerinden 370 SSR markdoriinii
F2 haritalama popiilasyonunda polimorfizm i¢in taramigslardir. Taradiklar1 370 SSR
markoriinden 37 sinin, F2 popiilasyonunda polimorfik oldugunu tespit etmislerdir. Daha
sonra bu SSR’leri, TASSEL ile tanimladiklar1 SNP markorleri ile birlestirip genetik
baglant1 haritasi olusturmuslardir. Bu haritalamada aralik ortalamasi 2.85 ¢M olan 201
SNP ve 33 SSR markoériinii baglant1 haritasi lizerinde konumlandirmiglardir. Sonug
olarak ortaya koyduklar1 bu baglanti haritas1 666.1 cM harita mesafesini iceren sekiz

baglant1 grubunu bildirmislerdir [85].

Giircan ve arkadaslan (2017), transkriptom analizi i¢in yurt dis1 kokenli, yerel, ve
bolgesel kayisilardan olusan 7 kayisi ¢esidini (SEO, Hacihaliloglu (HH), Perfection,
Igdir, Roxana, Esenl ve Esen2) caligmalarinda kullanmislardir. Bu c¢esitlerden SEO,
PPV’ye dayanikliligi ile Avrupa 1slah programlarinda ¢ok yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Hacihaliloglu cesidi ise PPV’ye cok hassas olmasina karsin kuru
kayis1 iretiminin yaklasik %70 bu cesitten saglanmaktadir. Kayisilardan, RNA
izolasyonu yapip RNA kalitesini kontrol ettikten sonra cDNA kiitiiphanelerini Illumina
HiSeq 2000 teknolojisini kullanarak olusturmuglar ve sekanslama islemini
gerceklestirmislerdir. Transkriptlerin fonksiyonel diizenlenmesini (Gen Ontolojisi - GO
ve Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi - KEGG) basart ile gerceklestirmislerdir. De-
novo diizenegi ile ortalama N50 degeri 1.762 nt olan ortalama 43.023 sekans
trettiklerini rapor etmislerdir. Yedi cesit arasinda ise en yiiksek transkript sayisini
(59.751) “Igdir’ ¢esidinin iirettigini bildirmisler. Transkript havuzunda SSR’ler ve tiim
motifler i¢cin minimum 5 tekrar ile 14,722 di-, tri-, tetra-, penta- ve heksaniikleotit motif
lokuslarin1 tanimlamiglardir. Toplamda 206 lokus i¢in primer tasarlamiglardir. Bu
primerleri 24 kayisi ¢esidinde (PPV’ye dayanikli 7 cesit ve PPV'ye hassas 17 cesit)
taramiglar ve 72’sinin, polimorfik oldugu belirlemislerdir. Yeni gelistirilen EST-SSR
primerlerinin kayisi karakterizasyonunda ve haritalama c¢aligmalarinda giivenilir bir

kaynak olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir [86].
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Mariette ve arkadaslarn (2016), HTS teknolojisini ve kayis1 germplazmasinin genis
genetik cesitliligini kullanarak SNP’ler kesfetmislerdir. Bunun i¢in referans olarak
yiiksek kaliteli seftali (Prunus persica) genomunundan faydalanmislardir. 72 adet 1slah
edilmis bitki materyalini c¢alismalarinda kullanmislardir. Illumina HiSeq 2000/2500
platformunu kullanarak sekanslama islemini gerceklestirmislerdir. Sekanslama islemi
tiim cesitler i¢in 15x derinlikte iken, bazi ¢esitlerde ‘Harlayne’, ‘Stark Early Orange’,
‘Goldrich’, ‘Real d'imola’ ve ‘Shalakh’ da 25x derinlikte sekanslamanin oldugu
bildirilmistir. Sekanslama sonrasinda kaliteli filtreleme yOntemi ile eslestirilmis
okumalardan QC Toolkit v.2 programini kullanarak diisiik kalitede olan okumalar1
cikarmiglardir. Kaliteli filtrelemenin ardindan, seftali genomunun %99’unu temsil eden
sekiz adet en uzun scaffold’u kullanarak okumalar1 Seftali genomu v.1 {izerine
eslestirmisler ve 349.995 SNP seti elde etmislerdir. Analiz caligmalarinda ¢ok sayida
SNP elde ettikleri i¢cin popiilasyon yapisint daha iyi anlamak adina FASTSTRUCTURE
yazilimimi kullanmiglardir. Kayisi cesitlerinden dort dayanikli (Harlayne, SEO, Goldrich
ve Stella) ve dort hassas sekansi (Bergeron, Moniqui, Canino, Vestar) hizalayarak
SNP’leri rapor etmislerdir. SNP dogrulmasini yapmak i¢cin 30 adet SNP’ten GWAS
analizi ile BG1’deki en 6nemli 15 adet SNP lokusunu secip bu SNP’leri 11 kayisi
cesidinde test etmisler ve 14 tanesinin 11 kayisi g¢esidinde polimorfik oldugunu
belirlemislerdir. Ancak 1 SNP’nin (SNP_LGI1_10867606) PZR fiiriinii iiretmedigini
rapor etmislerdir [87].

Giircan ve arkadaslar (2016), GBS yontemini kullanarak, toplam 90 kayis1 ¢esidinde
SNP ve SSR genotiplendirmesini arastirmislardir. Tiirkiye’den; Alyanak, Aprikoz,
Hacihaliloglu, Hasanbey, Iribitirgen, Kabaasi, Karacabey, Mahmudun Erigi, Sekerpare
ve Tokaloglu cesitlerinin Illumina HiSeq 2000 platformunda sekans islemini
yapmiglardir. Yaklasik 34.69 Gb ham veri iirettiklerini rapor etmislerdir. Sekanslari
filtrelendikten sonra, diisiik kaliteli okumalar, ApeKI kesim bolgesi ve barkodlar
olmadan yaklasitk 28 Gb temiz veri iretmislerdir. Diisiik veri iceren Orneklerin
cikarilmasiyla ortalama okuma sayis1 3.571.945 ve ortalama baz sayis1 310.919.767
olarak rapor edilmistir. Toplam SNP sayisinin 17.842 oldugunu, kayisi ¢esitlerinde ise
ortalama 13.961 ile 17.401 arasinda degistigini ve GC baz oraninda % 44 oldugunu
bildirmislerdir. Ortalama SNP sayis1 13.962, homozigot SNP lokuslar1 sayis1 12.074 ve
heterozigot SNP sayisini ise 1.888 olarak bildirmislerdir [88].
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Salazar ve arkadaslan (2017), GBS yonetimini kullanarak kayisida genetik haritalama
ve SNP kesfi yapmiglardir. Bitki materyali olarak “Angeleno”, “September King” ve
“September Queen” ile “98-99” caprazlamas ile tiiretilen 3 F1 Japon erikten (Prunus
salicina Lindl) 272 fideyi kullanmislardir. Ayrica, her bir ebeveyn i¢in genetik bir harita
gelistirmek amaciyla “98-99” x “Angeleno” ¢aprazindan 153 fide kullamlmustir. Ug
fastq. dosyas: tiretmigler ve her plate veya serit icin 16 milyondan fazla etiketi olan ve
plate basina 220 milyondan fazla okuma oldugunu bildirmislerdir. Ham sekanslar,
Seftali genom vl ile eslestirmis ve 2.244.856’sinin seftali genomundan farkli
pozisyonlarda oldugunu, 190.411°ini ¢oklu pozisyonlarda oldugunu ve 2.795.107’sini
seftali genomu v.1’e eslestigini  bildirmislerdir. HapMap dosyalarinda filtre
uygulamadiklarinda 102.992 SNP, filtre uygulandiginda ise 42.909 SNP
kesfetmislerdir. TASSEL v5 programimi kullanarak SNP’ler ile agronomik 6zellikler
arasindaki markor-ozellik iligkisini gostermislerdir. “98-99” x “Angeleno” caprazindan
toplam 981 SNP haritalamasiyla “98-99” icin 479 SNP iceren 688.8 cM’lik ve
“Angeleno” icin 502 SNP iceren 647.03 cM’lik genomik bolgeyi kapsayan harita
bildirmislerdir. En uzun kromozomlarin ise BG1’de oldugunu ve uzunluklarininda “98-
99” da 156.3 cM ve “Angeleno” da 153.1 cM oldugunu gostermislerdir. BG5’in ise
“98-99” da 61.5 cM ve “Angeleno” nun 79.8 cM uzunlugunda oldugunu ve bunlarin en

kisa kromozomlar oldugunu bildirmislerdir [89].

Passaro ve arkadaslan (2017), PPVres lokusundaki dayanikli / hassas alellerin
genotiplemesini belirlemek i¢cin HRM c¢alismasi gergeklestirmislerdir. Caligmalarinda
51 kayisi ¢esidini, PPV dayaniklilig: i¢in fenotiplendirip test etmislerdir. HRM analizi,
DNA’nm termal denatiirasyonu sirasinda fliioresans degisimini izlemek icin birlestirici
boyalarin kullanilmasi temeline dayanmaktadir. SSR markdrlerinin yeterince basit ve
giivenilir olmadigir Onceki c¢ahismalarda gosterilmisti. Bu nedenle, iki yeni
(PGS1.21_SNP ve PGS1.24_SNP), dayanmiklilikla iligkili markor tasarlamislardir. Ek
olarak, ZP002_DEL (ZP002_SNP) markériine alternatif bir deneme i¢in, ppb22225m
geninin ilk intronunda bulunan A / T polimorfizminin varligina dayanan ve delesyon ile
baglantili olan bir markor tasarlamiglardir. Bu markérleri “Lito” cesitlerinin BAC
kiitiiphanelerinin derlemesinden almiglardir. Gelistirdikleri bu 3 HRM markéoriinii,
‘Lito’ (dayanikll)) x ‘BO81604311° (hassas)’deki F1 popiilasyonunda ve ayrica daha
once SSR markorleri ile genotiplenen PPV dayanikliligi i¢cin fenotiplendirilmis 73
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ornekte test etmiglerdir. Test ettikleri orneklerden dayaniklilik alellini tasiyan 42 birey
arasindan sadece alti1 tanesinin dayanikli oldugunu bildirmislerdir. Bu sebeple
dayaniklilik caligmalarinin daha cok derinlesmesi gerekliligini vurgulamislardir. Bu
arastirmada, PPVres lokusundaki onceden belirlenen markorlerde HRM analizlerini
gelistirerek kayisidaki PPV dayanmiklilig1 genotiplenmesinin hizli ve uygun maliyetli bir
protokoliinii gelistirmislerdir [19].

Goonetilleke ve arkadaslan1 (2018), badem cesitlerinin Nonpareil X Lauranne
caprazlamast sonucu elde edilen 231 F1 bitkisinden DNA izole etmislerdir. GBS
yonteminde daha once diger bitkiler i¢cin kullanilmig olan ApeKI enzimini, badem
genomunda kesim enzimi olarak kullanmiglardir. Daha sonra sekanslama islemi i¢in
DNA havuz kiitiiphanesi olusturup, Illumina HiSeq 2000 cihazi ile tek uglu sekanslama
(100-b¢ okuma) gerceklestirmistir. Sekanslama sonucunda GBS ile 21.6 Gb veri
tiretmis, toplam 186 milyon diziyi okumuslardir. GBS sekans verilerinde, SNP kesfi
icin TASSEL 3.0 yazilimimi kullanmislardir. Dogrusal regresyon analizi, dizi okuma
sayis1 ile her birey i¢in etiket sayisi arasinda giiclii bir pozitif iligki oldugu
gostermislerdir. Bir dizi filtre islemi sonrasinda Nonpareil ve Lauranne'un her biri icin
haritalamaya uygun oldugunu diisiindiikleri 300 den fazla etiket ¢ifti segmislerdir. Tiim
ornekler arasinda toplam 453.648 Onemli etiketler elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu
etiketlerden 308.971°1, seftali genomuna eslenmistir. Sekiz ana scaffold’dan 1. scaffold
tizerine 6.088’1 diger scaffoldlara ise 30,594 ile 59,923’{inii eslestirmislerdir. Etiketler,

her ana scaffold’un tiim uzunlugu boyunca eslestirilmistir [90].

Carrasco ve arkadaslan (2018) calismasinda, “Angeleno” ve “Aurora” c¢esitlerinin
melezlerinden olusan 137 fideyi kullanarak kayis1 genomunda SNP tespiti ve genetik
haritalamasmi yapmuslardir. Angelo ¢esidi Sili i¢in taze meyve ihracati endiistrisinde
kullanilan onemli bir c¢esittir. Bu cesit ayn1 zaman da gec¢ hasat edilen, yiiksek bir
verimlilik seviyesine ve uzun bir raf Omriine sahip olan ©6nemli bir cesittir. Bu
calismada, GBS yoOntemi ile elde edilen SNP’leri kullanarak Japon eriklerinin (Prunus
salicina Lindl.) yiiksek yogunluklu baglant1 haritalarint rapor etmislerdir. GBS
yontemiyle 454.912.276 okuma elde etmislerdir. Referans olarak seftali genomu V2.1
kullanarak 49.826 SNP tanimlamislardir. Filtrelerin uygulanmasi sonrast MAF>% 0.05
ve maksimum eksik veri olarak % 10), JoinMap 4.1 yazilimini kullanarak analiz

edecekleri 12.720 SNP elde ettiklerini ve ayrica harita yapimu i¢in yiiksek kaliteli
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SNP’ler oldugunu raporlarmislardir. Sekiz baglanti grubuna eslesen 137 Angelo x
Aurora yavrularinda 1.441 tane yiiksek kaliteli SNP tespit etmislerdir. Angelo’da 588
cM ve Aurora’da 490 cM olan baglant1 haritalar1 yapmiglardir. Her iki ana haritadaki
SNP’leri ve heterozigot konfigiirasyondaki SNP’leri kullanarak 732 SNP igeren
konsensiis baglant1 haritas1 olusturmuslardir. Daha sonra biitiin baglant1 gruplarini bir
araya getirerek, SNP’lerin %385,6’smin intragenik bdolgelerde ve %14,4’iiniinde
intergenik olmayan bolgelerde yer aldigimi gostermislerdir. Bununla birlikte, bazi
SNP’lerin v2.1 seftali genomunun scaffoldlarina gore farkli siray: takip ettigi ve ayrica
732 SNP’ten 69 tanesinin seftali genetik haritasinda farkli baglanti gruplariyla
eslestigini rapor etmislerdir [91].

Zhang ve arkadaslan (2018) yaptiklar1 ¢calismada, bademde transkriptom verilerini
elde etmek ve yeni SSR markorleri gelistirmek i¢in ¢calismiglardir. Illumina HiSeq 2000
teknolojisini kullanarak transkriptom verilerini tiretmis ve 66.668.192 ham okuma verisi
elde etmislerdir. Adaptorler c¢ikarildiktan sonra Trinity programi kullanarak ortalama
988 bg¢ uzunluguna sahip 64.924.070 yiiksek kaliteli ve 1.702.600 diisiik kaliteli
okumalar1 elde etmislerdir. Ayrica 201 bg ile 15.555 bg arasinda degisen ve N50 degeri
1.714 b¢ uzunlugunda olan toplam 42.135 unigen bulmuslardir. 48.012 unigen
dizilerinden MISA yazilimmi kullanarak 8.641 yeni SSR markorii gelistirmislerdir.
Yeni kesfedilen di-niikleotitler 5.141 adet, tri-niikleotitler 2.416 adet, tetra-niikleotitler
606 adet, heksa-niikleotitler 277 adet ve son olarak penta-niikleotitler 201 adet olarak
tespit edilmistir. SSR primerlerini dogrulamak amaciyla 100 adet SSR bolgesini rastgele
bir sekilde se¢misler ve sonra bu 100 primer ciftini test etmisler ve 82 primer c¢iftinden
sonug¢ alirken geriye kalan 18 primerden PZR iiriinlerini iretmedigini rapor etmislerdir.
SSR markérlerinin transfer edilebilirligini dogrulamak icin ise bes farkl tiirii secerek
(A. ledebouriana, A. mongolica, A. pedunculata, A. tangutica ve A. triloba)
caligmalarinda iirettikleri 82 SSR markoriinii degerlendirmislerdir. Sonug olarak 70 SSR

markoriiniin bu bes tiire transfer edilebilecegini bildirmislerdir [92].

Giircan ve arkadaslan (2019), 227 kayis1 ¢esidini ve Kayseri’deki koleksiyon
parselinde bulunan 48 fidam1 calismalarinda kullanmiglardir. CTAB metodunu
kullanarak kayisilarin gen¢ yaprak dokularindan DNA ekstrakt etmislerdir. Molekiiler
arastirmalarini ise 10 markor kullanarak yapmislardir. Bu markorler; PGS1.21, PGS1.23
ve PGS1.24 (Soriano ve digerleri, 2012), ZP002 (Decroocq ve digerleri, 2014), iki



26

CAPS markorii (SNP 8.156.254 ve SNP 8.157.485) (Decroocq ve digerleri, 2014) ve
Passaro ve arkadaglar1 (2017) tarafindan gelistirilen dort HRM markérleridir. Tim DNA
orneklerini PGS1.21, PGS1.23 ve PGS1.24 markorleri ile taramiglar ve alel boyutlarini
floresan etiketli bir kilcal sistem araciligiyla elde edilmistir. HRM analizlerini de
LightCycler® Nano Instrument - Real-time PZR sistemini (Roche, Isvicre) kullanarak
yapmiglardir. Calismada kullanilan 10 mark6érden 8’inin Onceki raporlarla tutarli
sonuglar verdigini ancak iki CAPS markoriiniin PZR bantlarini tiretmedigini rapor
etmislerdir. HRM analizi ile 4 genotipin (Cebir, Lifos, Karum, Zard) PPV-T’ye
dayanikli oldugunu bildirmislerdir. Iki genotipin ise (“Kanis” ve Italyan Cesidi
“Fracasso”) hastaliga dayanikli olmasina ragmen dayaniklilik ile iliskili markorlerin
hi¢birini tagimadigini bildirmigslerdir. Ayrica caligmada kullanilan 48 fidenin 22’sinin 8
markor icin dayamklilik lokuslarini tasidigini rapor etmislerdir. Calisma sonucunda
ZP002 markoriiniin PPVres lokusundaki dayaniklilik alelini segmede daha giivenilir ve
kolay oldugunu bildirmislerdir [9].



2.BOLUM
YONTEM VE MATERTAL

2.1. Bitkisel Materyal

Tez galismasi 2016-2019 yillar1 arasinda Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre
Merkezi Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarinda yiriitiilmiistiir. Bitkisel materyaller,
Erciyes Universitesi Kayis1 Koleksiyon Bahcesinde bulunan PPV’ye dayanikli / hassas
olan 4 farkli (Hacihaliloglu, SEO, Ordubatbenzeri, Zard) kayis1 ¢esidinden secilmistir.
Bitkilerden alinan taze yaprak ornekleri azot tanklarma konularak Erciyes Universitesi

Genom ve Kok Hiicre Merkezi Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari’na getirilmistir.

2.1.1. Cahismada Kullanilan Kayisi Cesitleri Hakkinda Bilgiler

Hacihaliloglu, kayisisi iyi bir kurutmalik ¢esit olmasina ragmen PPV ye hassastir. Kuru
madde orani diger kayisilarda %18-20 iken Hacihaliloglu cesidinde %24-30 arasindadir.
Hacihaliloglu kayisisi orta irilikte, oval, sar1 renkli ve genellikle kirmizi yanakli meyve
olusturmaktadir. Cekirdek i¢i bilesim olarak Glikozit, Amigdalin, Nisasta, Yag ve
benzeri maddelerden meydana gelmektedir. Aci ¢ekirdek ilag ve kozmetik sanayisinde,

tatli cekirdek ise gida sanayisinde kullanilmaktadir.

Ordubatbenzeri onemli bir sofralik kayist cesidi olarak bilinmektedir. PPV’ye hassas

olan bir cesittir.

SEO (Stark Early Orange) cesidinin en onemli 6zelligi Plom pox viriisiine (PPV)
dayanikli olmasidir. Bu ¢esit, Avrupa 1slah programlarinda dayamklilik i¢in genetik
kaynak olarak kullanilmaktadir. Yapraklar1 kiiciik, genis olan bir ¢esittir. Mart-Nisan

aylar1 arasinda ciceklenen c¢esidin, meyveleri ise yuvarlak sekilde ve orta biiyiikliiktedir.
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kayisis1t PPV’ye dayamikli bir cesittir. Bu cesidin ciceklenme zamani gec

oldugundan dolay1 donlara karsi daha toleranshdir. Ayn1 zamanda bu kayisinin

meyvelerindeki kuru madde oranmin % 22-24 arasindadir. Bu ¢esidin meyveleri kiigiik

ve yumusak olgunlastiginda ise yesil-sar1 renkte olmaktadir.

Cahsmada secilen kayisi cesitlerinde;

i

il

iii.

iv.

Tiim genomun dizilenmesini saglamak i¢in kayisi cesitlerinde CTAP yontemi
kullanilarak DNA izolasyon islemi gerceklestirilmistir [93].

214 O 400’nolu proje kapsaminda elde edilmis olan Hacihaliloglu kayis1 verileri
caligmada kullanilmastir.

Belirtilen cesitlerin ham genom dizileri ile Hacihaliloglu’nun PPVres lokusu
kiyaslanmis ve biitiin c¢esitlerin 300 bin nt uzunlugunda PPVres lokuslari
belirlenmistir.

Daha onceki ¢alismalarda rapor edilen, PPV dayaniklilig: ile iliskili markorler
belirlenmistir.

4 kayisi cesidinde 300 bin nt uzunlugunda PPVres lokuslarinda yeni SSR ve
SNP lokuslar1 kesfedilmistir.

2.2. Orneklerden CTAB Yontemi ile DNA izolasyonu

a)

b)

c)

d)

e)

0.5 g geng yaprak Ornegi ve sivi azot ile toz haline getirilmis, 2 ml’lik tiiplerin
icerisine konulmustur.

Tiiplerin iizerine 0.7 ml CTAB tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris-HCI, 1.4 M
NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, [-mercaptoethanol, %0.1
Na,S,0s) eklenerek karigtirilmistir.

60 dakika boyunca su banyosunda tutulan O6rnekler her 15 dk da bir ters diiz
edilerek karistirilmigtir. Su banyosu islemi sonrasinda 6rnekler oda sicakliginda
5-10 dk bekletilerek sicakliginin diismesi saglanmustir.

0.7 ml kloroform:isoamyl alkol (24 : 1) ilave edilmistir. Her 3 dakikada bir
karistirilarak oda kosullarinda 15 dk tutulmustur.

13.000 rpm’de 15 dk siire ile santrifiij edilerek yaprak kalintilarmin dibe
cokmesi saglanmustir.

Santrifiij sonras1 iistteki olusan faz pipet yardimi ile epandorf tiiplere alinip

iizerine -20 °C’de bekletilen isopropanol ilave edilmistir. Bu asamada tiipler
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hafif sallanarak DNA’nin ¢okmesi saglanmustir.

g) Ornekler 1 gece boyunca —20 °C’de bekletildikten sonra tiipler 10.000 rpm’de
10 dk siire ile santrifiij edilerek DNA c¢oktiiriilmiis ve tiip igerisindeki

isopropanol bosaltilmistir.

h) Tiiplere icerisinde 10 mM amonyum asetat bulunan, 0.5 ml %76’lik etanol
yikama tampon c¢ozeltisi ilave edilmis ve 1-2 saat boyunca +4 °C’de

bekletilmistir.

i) Yikanan DNA kurutularak saf suda ¢ozdiiriilmiistiir. izole edilen DNA Kkalitesini
kontrol etmek i¢in 6nce %1°lik agaroz jelde DNA kosturularak konsatrasyonuna

bakilmasinin ardindan DNA saflig1 Qubit analizi yapilmustir.
2.3. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA izolasyonundan sonra DNA konsantrasyonu jel-elektroforez yontemiyle UV
altinda bakilmustir. Jele yiiklenecek oOrneklerin karigimi; 2 pl stok DNA, 4 pl jel
yiikleme boyasi (loading dye) ve 14 pl saf su ile toplam 20 pl hacim olacak sekilde
hazirlanmistir. DNA 6rnekleri % 0.8 konsantrasyona sahip agaroz jeldeki kuyucuklara
konulmustur. 1 xXTBE tampon c¢ozeltisi (89 mM Tris-Cl, 89 mM borik asit, 20 mM
EDTA) icerisinde elektroforeze tabi tutulmustur. Elektroforez cihazi 90 volta ayarlanip

60 dakika kosturma islemi gerceklestirilmis ve jel goriintiisii alinmistir.

2.4. Qubit Analizi

DNA’lar izole edildikten sonra miktarinin 6l¢iimii i¢in nanodrop (Thermo, Multiscan
Go) kullanilmis ve DNA kalitesi A260/A280 oranlarina gore belirlenmistir. Sonra DNA
saflig1 6l¢ciimii Qubit cihazinda Qubit protokolii uygulamasiyal belirlenmistir. Protokol
su sekildedir; ilk olarak 199 pl Qubit buffer ve 1 pl Qubit reagent eklenerek mix
hazirlanip, Qubit Olciim tiiplerine 198 pl paylastirilarak ve 2 ul DNA eklenerek 2 dk oda
sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler cihazda okutulup degerler

ng/pl cinsinden cihaz tarafindan hesaplanarak DNA saflik sonuglari elde edilmistir.

2.5. Yiiksek kapasiteli DNA dizileme (High-Throughput Sequencing - HTS)

HTS teknolojisi kullanilarak Ordubatbenzeri, SEO ve Zard cesitlerinin ham genom
dizileri elde edilmistir (Sekil 2.1). Ek olarak Doc. Dr. Kahraman GURCAN’in
yiirtitiiciiliigiiyle 214 O 400 nolu projeden elde edilen Hacihaliloglu cesidinin tiim
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genom sekansi kullanmilmistir. Hacihaliloglu c¢esidinin  genomu ile Seftali 1.
Kromozomunun karsilagtirmasiyla referans genom dizisi elde edilmistir. Daha sonra
Hacihaliloglu kromozomu iizerinde Passaro ve arkadaslarmin (2017) tarif ettigi gibi
PPVres bolgesi secilmis ve tez calismasinda bu bolge iizerinde yogunlasilmistir.
Calismada Ordubatbenzeri, SEO ve Zard cesitlerinin ham genom dizileri elde edilmistir.

Ardindan referans olarak alinan Hacihaliloglu PPVres lokusu ile herbir ¢esidin genomu

kiyaslanmigtir.
DNA lizolasyonu
Paired-end dizileme icin, 200bp,
500 bp ve 1 kB gibi kisa insert
kiitiiphanelerin kurulmasi
Dizileme Kiitiiphanelerinin
Kurulmas:
En az 30X derinliginde
Genom Arastirma Analizi (30X) dizilemenin
gerceklestirilmesi
Heterozigotluk Heterozigotluk
Derecesi (=% Derecesi (=%
(5)) 0.3)
Farkh boyutlarda insert 50X tiim genom dizileme
kiitiiphanelerinin (200 bp, 500 (WGS data) (kiitiiphanelerin
bp, 1KB, SKB ve 10KB) kurulup, paired-end
kurulmasi dizilenmesi)

Paired-end dizileme (en az 60X
derinliginde) Genomun yaklasik 10 katim
kapsayacak (10x coverage)
Fosmid/ BAC kiitiiphanesinin
kurulmas:

Genom birlestirme ve Genom
harita analizi

6X BAC DNA kiitiiphanesi secilir,

BAC DNA izolasyonu,

Large-scale kiitiiphane kurulmasi,
Fosmid/BAC kiitiphanesinin 50X dizilenmesi

Veri birlestirme (Assembly) ve Bivoinformatik Analiz

Sekil 2.1. Yiiksek kapasiteli DNA dizileme (High-Throughput Sequencing — HTS)
Islemi
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2.5.1. HTS Verilerinin Geneious Programina Aktarilmasi

[llumina sistemi, okumalarm ileri (forward) ve geri (reverse) olarak iizere iki ayri
dosyada ve fastq. formatinda olusturmaktadir. Genellikle standart Illumina adaptorleri,
islemi gerceklestirenler tarafinda kesilmis olmaktadwr. Calismada ham verilerin
birlestirilmesi, temizlemesi ve filtrelemesi islemler Sekil 2.2°de gosterilen basamaklar

takip edilerek gerceklestirilmistir.

5
Set Paired Okumalan
( )
I /’/( Barkod ile ]
v okumalarin aynimasi

( BBDuk kullanarak j

g Dizeltme ‘
Diger Islemler igin Araglar
= N N
Dublike okumalarin Okumalarin
\kaldmlmam ) .\»birlestirilmesi )
/7 N : B
Hatali okumalar/ Kimerik okumalarin
\Normalize islemi ) (kaldinimasi )
v
/
Assemble
¥}

Sekil 2.2. Verileri birlestirme, filtreleme ve temizleme islemi basamaklar1

2.5.2. HTS Verilerinin Geneious Programinda Birlestirilmesi islemi

Geneious programina verilerin aktarilmasi isleminden sonra bu verilerin birlestirilmesi
basamagina gecilmistir. Verileri birlestirilme islemi ‘Sequence — Set paired reads’

parametreleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

2.5.3. HTS Verilerinin Geneious Programinda Filtrelenmesi ve Temizlenmesi

Genom siralamasindan sonra dizi uglarindaki hatali, diisiik kaliteli okumalar diizgiin bir
genom dizilemesini Onlemektedir. Bunun i¢in okumalarm diizeltilmesi Onemli
olmaktadir. Geneious programinda BBDuk diizeltme aract bulunmaktadir. BBDuk
aracinda bir “Q” degeri bulunmakta ve bu Phred puam olarak bilinmektedir

(degistirilmis Mott algoritmasi). Illumina okumalar i¢cin minimum Q degerinin 20’ye
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ayarlanmasint Onermektedir. Geneious programinda Annotate & Predict — Trim

meniisii kullanilarak calismadaki ham veriler analiz edilmistir.

2.5.4. Yeni SSR Ve SNP Lokuslarinin Kesfedilmesi

Illumina ile dizilenmis olan kayis1 genomlari, Geneious programi kullanilarak filtrelenip
temizlendikten sonra Geneious programi kullamilarak, Seftali 1. kromozomu ile
Hacihaliloglu cesidinin genomu kiyaslanmistir ve buradan referans genom dizisi elde
edilmistir. Daha sonra Hacihaliloglu’nun kromozomu iizerinde PPVres bolgesi
belirlenmistir. Bunun i¢in Passaro ve ark. (2017) gosterdikleri gibi 1. Kromozom
tizerindeki (8.400.000 ile 8.700.000) yaklasik 300.000 nt. iceren (PPVres) kismi
belirlenerek calismada kullanilmistir (Sekil 2.3). Hacihaliloglu’nun PPVres lokusuna
eslestirilmistir. Tiim cesitlerden elde edilen PPVres lokuslarinin dogrulugunun ispati
icin PPVres lokusu iizerinde daha dnceden gelistirilmis ve PPV dayamklilig: ile iligkili

oldugu bilinen primerlerin dizileri tiim ¢esitlerin genomlarinda tespit edilmistir.

Isim Tip Boyut Pozisyon (bp) ileri Primer Geri Primer Varyasyon

PGS1.21} SSR 172-220 8527745 CCCTGGTGTTCTGCTCTCTC CATCCACAAATGGGAAGCAT

PGS1.24} SSR 101-141 8668808 GTAAATGAGTGCCTGCGTGT TGCGAGAGTTGTGATTGATG

ZP002? SSLP 107-112 8607078 TGTATCCTCCAGCTTCAAAGTC AACATITICTGATTCAATGCCA
PGS1.21_SNP SNP 118 8491690 ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA TGGATCGCTTCTACATGTCAAG AG
PGS1.24_SNP SNP 70 8774594 ACTAATAAACAGGACCTGCAATAT CTATICAATTICGGTITATGC AG
ZP002_SNP SNP 64 8606821 GCCAGTTITCCTGTAGCAAAACCAC ATTCTTATTTCCAAGCTGCATTA AT
ZP002_DEL SSLP 86-91 8606972 CAGCTTCAAAGTCTTCCGATTCA ATGCCAACTCATTACACGTTCAA GTTTIG
B)

PGS1.21_SNP
Al GAAAAGTGAAATATCTAGCAAAACCAGCCAACTAAAATATCACAGTAAGAAGGCAATCTGACCGATIIEEIAGCATGCGA
ATTCCAA ACATG

PGS124 SNP

AAGTGTTACCTCITAGGAAG

ZP002_SNP = - N
GCCAGTTTCCTGTAGCAAAACCACIIAATTGAGAGTACTGTAATGCAGCTTGGAAATAAGAAT

ZP002_DEL
CAGCTTCANAGTCTTCCGATTICATATCTCTCCAGTGAATIEIIGIGA CATCAATGAAAACGACTGTATTHIGARCGTGTANTGAGTIGGCAT

C) PGSI1.21 ZP002_DEL PGS1.24  PGS1.24 SNP
PGSI1.21_SNP ZP002

ZP002_SNP ppb022195 deletion

8400000 8606821 8700000

8491690 8606963
8527745 8606972 8668808 8774594

Sekil 2.3. PPVres Bolgesi lizerindeki PGS1.21, PGS1.24, PGS1.21_SNP,
PGS1.24_SNP, ZP002_SNP, ZP002_DEL & ZP002 [92] lokuslar1
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i.  Yeni SSR lokuslarimmin kesfedilmesi

Geneious programmin BBDuk-Trim aracimi kullanarak adaptorlerin ¢ikarilmasi ve
kaliteli diizeltme islemleri gerceklestirilmistir. Diizenlenen 6rnekler (214 O 400 nolu)
proje ile elde edilmis olan Hacihaliloglu genomu kullanilmigtir. Hacihaliloglu ¢esidinin
genomu ile Seftali 1. kromozomunun kiyaslamasiyla referans genom dizisi elde
edilmistir. Daha sonra Hacihaliloglu kromozomu iizerinde Passaro ve arkadaslarinin
(2017) tarif ettigi gibi PPVres bolgesi belirlenmis ve diger cesitlerin genomlar: ile
kiyaslanmistir. Burada elde edilen PPVres lokuslariin kontiglerinden olusan referans

genom dizisinde, SSRIT-Gramene (https://archive.gramene.org/db/markers/ssrtool)

yazilimi kullanilarak minimum tekrar degeri 5 olan ve en az 2 niikleotid tekrarina sahip

SSR lokuslar tespit edilmistir.
ii.  Yeni SNP lokuslarin kesfedilmesi

Geneious BBDuk-Trim araci kullanilarak temizleme ve filtreleme islemi basarili bir
sekilde gerceklestirilmistir. Her bir ¢esit icin elde edilen genom dizilerini Hacihaliloglu
referans genomuna eslemek i¢cin Geneious programi kullanilmistir. Hacihaliloglu
kromozomu {iizerinde Passaro ve arkadaslarmin (2017) tarif ettigi gibi PPVres bolgesi
secilmistir. Calismada Ordubatbenzeri, SEO ve Zard cesitlerinin ham genom dizileri ile
referans olarak alinan Hacihaliloglu PPVres lokusu kiyaslanmistir. Esleme ile olusan
referans genomlarin iizerinde Geneious programmin Annotate & Predict — Find

Variations / SNP meniisii kullanilarak PPVres bolgesinde SNP lokuslar1 kesfedilmistir.



3. BOLUM
BULGULAR
3.1. Bitkisel Materyal

Tez calismasindaki ornekler (Ordubatbenzeri, SEO, Zard) Erciyes Universitesi Kayisi
Koleksiyon Bahgesinden alinarak azot tanki icerisinde (-198 °C) Erciyes Universitesi

Genom ve Kok Hiicre Merkezi Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarina getirilmistir.
3.2. DNA Kalitesi ve Saflig1 Belirlenmesi

Calismada kullanilan 6rneklerden daha 6nce bahsedildigi gibi CTAB yontemi ile DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA’nin konsantrasyonu, kalitesi ve safligi

belirlenmistir. DN'A’larin jel ve konsantrasyon sonuglar1 gosterilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. DNA jel goriintiisii
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Kayis1 cesitlerinden OD260/280 degeri 1.8/2.0 ve D0260/230 degeri 1.3/1.6 olan
kaliteli DNA elde edilmistir.

Sekil 3.2. DNA konsantrasyonu

3.3. Yiiksek kapasiteli dizileme (High-Throughput Sequencing - HT'S) Sonuclari

Tez calismasinda HTS ile elde edilen ham veriler birlestirilmeden 6nce Geneious
programina iki dosya halinde yiiklenmistir. SEO icin 51.925.278, Ordubatbenzeri i¢in
62.931.347, Zard i¢in 62.649.448 cift yonlii okumalar elde edilmistir.

Tablo 3.1. SEO, Ordubatbenzeri, Zard ¢esitlerinin ileri ve geri okuma Verileri

Ornek isimleri Okuma Sayist % GC  Niikleotid Sayisi
SEO_ileri okuma sayisi 51.925.278 % 39.1  13.033.244.778
SEO_geri okuma sayisi 51.925.278 % 39.3  13.033.244.778

Ordubatbezeri_ileri okuma sayisi 62.931.347 % 38.7  15.795.768.097
Ordubatbezeri_geri okuma sayisi 62.931.347 % 39.0  15.795.768.097
Zard_ ileri okuma sayisi 62.649.448 % 39.0  15.725.011.448

Zard_ geri okuma sayisi 62.649.448 % 39.3  15.725.011.448

3.3.1. HTS Verilerinin Birlestirilmesi Sonuclar

Geneious programinda verilerin birlestirilmesi i¢in ‘Sequence — Set paired reads’
parametreleri secilerek birlestirilmistir. SEO cesidi i¢in 251 niikleotidden olusan

103.850.556 kaliteli okuma elde edilmistir. Okumanin GC orani 39.2 ve niikleotid say1s1
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26.066.489.556’dir. Ordubatbenzeri’'nde 251 niikleotidden olusan 125.862.694 kaliteli
okuma elde edilmistir. GC orani 38.9 ve toplam niikleotid sayis1 31.591.536.194 diir.
Zard cesidi i¢in ise 251 niikleotidden olusan 125.298.896 okuma sayis1 elde edilmigtir.
GC oran1 39.2 ve niikleotid sayis1 31.450.022.896’dir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Birlestirme Islemi sonucunda Elde edilen okumalarin Verileri

Ornek Adi Okuma sayisi GC Orani(%) Niikleotid Sayisi
SEO 103.850.556 39.2 % 26.066.489.556
Ordubatbenzeri  125.862.694 38.9 % 31.591.536.194
Zard 125.298.896 39.2 % 31.450.022.896

3.3.2. HTS Sonrasi1 Orneklerin Filtreleme, Temizleme islemi Sonuclar1 PPVres
lokuslarmin elde edilmesi

Genom siralamasindan sonra dizi u¢larindaki hatali, diisiik kaliteli okumalar diizgiin bir
genom dizilemesini Onlemektedir. Bunun i¢in okumalarm diizeltilmesi Onemli
olmaktadir. Geneious programinda BBDuk diizeltme aract bulunmaktadir. BBDuk
aracinda bir “Q” degeri bulunmakta ve bu Phred puam olarak bilinmektedir
(degistirilmis Mott algoritmasi). Illumina okumalar i¢cin minimum Q degerinin 20’ye
ayarlanmasint 6nermektedir. Bu nedenle ¢alismada Q degeri 20 olarak ayarlanmis ve

filtreleme, temizleme islemleri gerceklestirilmistir.

Temizleme islemlerinden sonra, SEO 6rnegi i¢in 94.975.040 temiz okuma sayis1 elde
edilmistir ve GC orant 38.6’dir. Toplam niikleotid sayis1 ise 19.806.141.708 dir.
Ordubatbenzeri i¢in 116.835.356 ile GC orani 38.3 olan temiz okuma elde edilmistir.
Toplam niikleotid sayis1 ise 24.656.268.363’tiir. Zard c¢esidinden ise toplam
113.792.588 temiz okuma sayisi ile GC oram 38.5 olarak tespit edilmis ve toplam
niikleotid sayis1 ise 23.863.224.916 elde edilmistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Geneious programu ile filtreleme ve temizleme islemi sayisal verileri

Ornek Adi Okuma sayisi GC Orani(%) Niikleotid Sayisi
SEO 94.975.040 38.6 % 19.806.141.708
Ordubatbenzeri 116.835.356 38.3 % 24.656.268.363
Zard 113.792.588 38.5 % 23.863.224.916

Seftali birinci kromozoumu ile Hacihaliloglu kromozomu karsilastirilmasi sonucunda,
Hacihaliloglu’nda 357.380 niikleotid uzunlugunda PPVres lokusu elde edilmistir. Bu

lokusun GC oram 32.3 olarak belirlenmistir.

SEO okumalarinin, Hacihaliloglu PPVres lokusu ile kiyaslamasi sonucunda, SEO’da
355.785 niikleotid uzunlugunda PPVres lokusu elde edilmistir. Bu lokusun GC orani
32.5 olarak bulunmustur.

Ordubatbenzeri okumlarinin, Hacihaliloglu PPVres lokusu ile eslestirilmesi sonucunda
Ordubatbenzeri’nde 356.621 niikleotid uzunlugunda PPVres fragmam elde edilmistir.

Bu fragmanin GC orani1 32.7 olarak bulunmustur.

Zard okumalariin, Hacihaliloglu PPVres lokusu ile eslestirilmesi sonucunda Zard’da
357.213 niikleotid uzunlugunda PPVres fragman elde edilmistir. Bu fragmanm GC

orani 32.7 olarak bulunmustur.

3.3.3. SSR lokuslar:

Tez calismasindaki 3 ¢esidin HTS verilerinin diizenlenmesi ve Hacihaliloglu PPVres
lokusuna eslestirilmesiyle her cesit icin PPVres lokuslar1 elde edilmistir. Elde edilen
PPVres lokuslarinda SSR’ler SSRIT-Gramene
(https://archive.gramene.org/db/markers/ssrtool) yazilimi kullanilarak kesfedilmistir.
Toplamda 103 SSR lokusu kesfedilmistir. Bu lokuslarin 88 tanesi di- tekrar, 12 tanesi
tri- tekrar, 3 tanesi ise tetra- tekrar olarak belirlenmistir. Bu yeni SSR lokuslarinin 58

tanesininde polimorfik oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.4).



Tablo 3.4. Kesfedilen Yeni SSR Lokuslar:.
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Polimorfik lokuslar mavi renkte

isaretlenmistir.
Hacihaliloglu Ordubatbenzeri SEO Zard
Motif Tekrar Motif Tekrar Motif Tekrar Motif Tekrar
Sayisi Sayisi Saysi Sayisi
1 at 5 at 5 at 5 at 5
2 ga 8 ga 8 ga 8 ga 7
3 gt 7 gt 7 ? ? ? ?
4 gt 6 ? ? tg 8 tg 8
5 ag 26 ag 26 ag 26 ag 26
6 ct 7 ct 7 ct 7 ct 7
7 ? ? tc i tc 7 tc 7
8 tc 5 tc 5 tc 5 tc 5
9 ag 18 ag 18 ag 18 ag 18
10 | at 10 at 12 at 12 at 13
11| ga 5 ? ? ga 5 ? [
12 | at 10 at 10 ? ? at 14
13 at 10 at 17 at 10 at 17
14 | ac 5 ac 5 ac 5 ac 5
15 at 16 at 16 at 17 at 16
16 at 17 at 10 at 16 at 11
17 ta 9 ta 9 ta 9 ta 9
18 ta 5 ta 5 ta 5 ta 5
19 ? ? ? ? ac 7 ac 5
20 | at 9 ? ? at 9 ? ?
21 at 9 at 8 at 6 at 6
22 | ag 19 ag 19 ag 19 ag 19
23 ? ? ag 6 ag 6 ag 6
24 | ta 5 ta 5 ta 9 ta 5
25 ta 5 ta 7 ta 5 ta 5
26 | ca 6 ca 6 ca 6 ca 6
27 | ga 9 ga 9 ga 9 ga 8
28 | ga 5 ga 5 ga 5 ga 5
29 ? ? ag 5 ag 9 ag 9
30| ga 9 ga 6 ? ? ? ?
31 at 9 at 9 at 9 at 9
32 ta 13 ta 13 ta 13 ta 13
33 tc 26 tc 27 tc 26 tc 27
34| ga 7 ga 7 ga 7 ga 7
35| ta 12 ta 14 ta 14 ta 14
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78 | ag 5 ag 5 ag 5 ag 5
79 ? ? ? ? tg 10 tg 10
80 ? ? ? ? tg 22 tg 22
81 | gt 21 gt 44 ? ? ? [
82 | ga 24 ga 24 ga 24 ga 24
83 tc 5 tc 5 tc 5 tc 5
84 | tg 5 tg 5 tg 5 ? ?
85 ? ? ? ? ? ? ca 5
86 | tc 9 tc 9 tc 9 tc 9
87 ? ? ? ? ca 5 ca 5
88 | at 6 at 6 at 6 at 6
89 | ctg 5 ctg 5 ctg 5 ctg 5
90 | tga 5 tga 5 tga 5 tga 5
91 | gtg 5 gtg 5 gtg 5 gtg 5
92 | ? ? ggt 12 ggt 12 ggt 12
93 ? ? tgg 6 tgg 6 tgg 23
94 | ggt 16 ggt 16 ggt 16 ? ?
95 ? ? aat 9 aat 8 aat 7
96 ? ? ? 2 ? ? aat 5
97 | ggt 9 ggt 9 ggt 9 ggt 9
98 | aga 5 aga 5 aga 5 aga 5
99 ? ? taa 5 ? ? taa 5
100 | aat 9 ? ? aat 5 ? ?
101 ? ? taaa 5 taaa 5 ? [
102 ? ? ? ? ? ? tatg 5
103 ? ? ? ? ? ? tttc 6

3.3.4. Onceki Calismalarda rapor edilen PPVres lokusu markorlerinin 4 Kayisi

Cesidinde Tespit edilmesi

PPV dayaniklilik lokusu ile iligskili molekiiler markorler Passaro ve arkadaslari

(2017)’nmin ¢aligsmasinda Ozetlenmistir. Passaro ve arkadaslar1 (2017)’nin ¢alismasinda

bahsedilen 3 SNP lokusu (PGS1.21_SNP, ZP002_SNP ve ZP002_DEL) iki SSR lokusu

(PGS1.21, PGS1.24) bu tez calismasinda kontrol edilmis, 4 kayis1 ¢esidinin rapor edilen

markorleri tasiyip tasimadiklari, boylece bu markorlerin giivenilir olup olmadiklar:

belirlenmistir.
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a) PGS1.21_SNP primerinin 4 kayisi cesidindeki sonuclari

Passaro ve arkadaglar1 (2017) PGS1.21_SNP markorii icin PPV’ye dayanikh cesitlerin
Adenin niikleotidini tasidigini  bildirmistir. PPV’ye hassas olan Hacihaliloglu
genotipinin Guanin niikleotidini homozigot tasidig: tespit edilmistir. Diger hassas cesit
Ordubatbenzeri geotipinin ise Adenin/Guanin niikleotidlerini heterozigot olarak tasidigi
belirlenmistir (Sekil 3.4). Dayanikli SEO cesidinin Adenin/Guanin lokusu icin
heterozigot oldugu (Sekil 3.3), diger dayamikli Zard cesidinin, dayaniklilikla iliski
Adenin niikleotidini tasimadigi, hassaslikla iligkili Guanin niikleotidini homozigot

olarak tasidig belirlenmistir (Sekil 3.5).

111,566 111585 111,600 111,620 111,64:

(A A AT W G : CCACE : CAC . : a
—1_j = |
92,005 92,024 , 92 059 92,082

GGTGA W

o "

)

e )

T .

Te ,

I ;\

g

[

i

Al

Sekil 3.3. SEO dizisinde bulunan PGS.1.21_SNP lokusu. PGS.1.21_SNP markdriiniin
S’ primer dizisi 111566-111585. niikleotidleri arasinda goriilmektedir. Dayaniklilikla
iliskili A/G SNP lokusu 111643. niikletidde goriilmektedir.
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111,944 111,963 111,980 112,000 112,020 112,04 112,060 112F'081
R N GNON CIINGGR A TARTT A CARAACCACTCAACT AARRTATEAEA TAA AR  DAATEY ACDAAT A CAT € AASTEUAATTET! ACAT TA AA € ATCCAARAA AZCTEAT {am]

! 0

92,005 92,024 92,041 92,061 92,081 92,101 92,121 92,142

CCCGGTGAAAGAAAAGTG,
ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA
GTGAAAGAAAAGTGA
ACCCGGTGAAAGAAAAGTG
ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA
ACCCGGTGAAAGAAAA
ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA [ il

ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA
CCCGGTGAAAG

AAGTG!
ACCCGGTGAAAGAAAAGTG I
ACCCGGTGAAAGAAAAGTG, 3
&

CCCGGTGAAAGAAAAGTGA

CCCGGTGAAAGAAAAGTGA
ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA
ACCCGGTGAAA
ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA
AAAAGTGA

=
2
d
S — e E————E E = -

CCCGGTGAA v
CCCGGTGAAAGAAA
CCCGGTGAAAGAAAAGTG
CCCGGTGAAAGAAAAGTG
ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA

AGAAAAGTGA
ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA
ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA
ACCCGGTGAAAGAAAAGTGA

CCCGGTGAAAGAAAAGTGA
ACCCGGT AAAAGTGA
ACCCGGT AAGTG

AFCeFEETEANNGAAAAGTEA e

Sekil 3.4. Ordubatbenzeri dizisinde bulunan PGS.1.21_SNP lokusu. PGS.1.21_SNP
markoriintin 5° primer dizisi 111944-111963. niikleotidleri arasinda goriilmektedir.

Dayaniklilikla iligkili A/G SNP lokusu 112081. niikletidde goriilmektedir.
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112105 112124 112140 112160 112180 112200 112220 112242

NGOG 1 AAA AAAA T A I
T —— ¥
r———————— -
92005 92,024 04 | 92142

— |

Sekil 3.5. Zard dizisinde bulunan PGS.1.21_SNP lokusu. PGS.1.21_SNP markdriiniin
S’ primer dizisi 112105-112124. niikleotidleri arasinda goriilmektedir. Dayaniklilikla
iliskili Guanin SNP lokusu 112242. niikletidde goriilmektedir.

b) ZP002_SNP primerinin 4 kayisi cesidindeki sonuglari

Passaro ve arkadaslar1 (2017), PPV’ye dayanikli genotiplerin ZP002_SNP lokusunda
Adenin niikleotidini, hassas genotiplerinde Timin niikleotidinin bulundugunu
bildirmistir. SEO genotipinin Adenin/Timin niikleotidlerini tasidig1 ve genotipin bu
lokus i¢in heterozigot oldugu kesfedilmistir (Sekil 3.6). PPV’ye hassas olan
Ordubatbenzeri ¢esidinin beklendigi gibi Timin niikleotidini tasidigr ve genotipin bu
lokus i¢in homozigot oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.7). Zard genotipinin Adenin

niikleotidini tasidig1 ve genotipin bu lokus i¢in homozigot oldugu belirlenmistir (Sekil

3.8).
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251360 251375 251397 251,420

ATAAAAA A I A G B AR A B 1

Consensus ETT ETE

61,806
Coverage i

e 1, Hacthaliloglu 300.00 nt.
~ Variants: Trimmed 2

207,412 207,430

CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC

[T

Fo=- 956,483, MGOOHS20:108...
mo=-956,477. MGOOHS20:108...
mo=-956,480. MGOOHS20:108...
mom- 956,479, MGOOHS20:108...
mo=- 956,511, MGOOHS20:108...
2= 956,492, MGOOHS20:108...
mo=- 956,505, MGOOHS20:108...
#e0-= 956,490, MGOOHS20:108...
Aoe- 956,513, MGOOHS20:108...
iev-= 956,488, MGOOHS20:108...
wev-= 956,515, MGOOHS20:108...
we0-=956,518. MGOOHS20:108...
mo=-956,501. MGOOHS20:108...
e 956,459, MGOOHS20:108...
moe-956,498. MGOOHS20:108...
moe- 956,493, MGOOHS20:108...
= 956,487, MGOOHS20:108...
/-2 956,460, MGOOHS20:108...
mo=- 956,484, MGOOHS20:108...
mo=- 956,461, MGOOHS20:108...
we-=956,481. MGOOHS20:108...
moe- 956,462, MGOOHS20:108...
we-= 956,463, MGOOHS20:108...
we-=956,464. MGOOHS20:108...
0= 956,495, MGOOHS20:108...
-2 956,497, MGOOHS20:108...
/= 956,465. MGOOHS20:108...
moe- 956,469. MGOOHS20:108...
0= 956,496, MGOOHS20:108...
o= 956,494, MGOOHS20:108...
o= 956.506. MGOOHS20:108...

CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC

CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGT AAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
TCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTEGCAAAACCAC
CCAGTTTCC CCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTA
CCAGTTTCCTGTAGCAAA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAC
BCAGTTTCCTMNAGCAAAACCAC
CTGTAGCAAAACCAC

e e

I o=

Sekil 3.6. SEO dizisinde bulunan ZP002_SNP lokusu. ZP002_SNP markoriiniin 5’
primer dizisi 251375-251396. niikleotidleri arasinda goriilmektedir. Dayaniklilikla
iliskili A/T SNP lokusu 251397. niikletidde goriilmektedir.
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aom- 1,182,687, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA|CT]
rev-a 1 182,614, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA([T
mom- 1 182,666, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA(C[T
mos-1 182,651, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAL]
mos-1 182,674, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAICT]
Aos- 1,182,698, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA(T]
mom- 1 182,688, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCALT]
we-a 182,708, MGOOHS20:10... CCA

rev-a 1,182,700, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCEGTAGCAAAACCA(T]
moe- 1 182,619, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCALT]
e 1 182,612, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAMABCCALT]
Fos-1 182,709, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTA

Aom-1 182,665, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA(T]
rev-a 182,613, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA(T
rev-a 182,710, MGOOHS20:10... CCAG

moe- 1,182,620, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCALT]
a1 182,616, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCACT]
ao=-1 182,681, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA ﬁ
rev-a 182,652, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA(T]
e 182,689, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA(C[T
mos- 1 182,690, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA(C[T
rev-a ] 182,608, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCALT]
mo=-1 182 694, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA([T
rev-a 182,667, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA(T]
rev-a 182,675, MGOOHS20:10.., CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA(C]
ww-a1 182,636, MGOOHS20:10... CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCACT]

Sekil 3.7. Ordubatbenzeri dizisinde bulunan ZP002_SNP lokusu. ZP002_SNP
markoriintin 5° primer dizisi 252164-252183. niikleotidleri arasinda goriilmektedir.

Dayaniklilikla iligkili Timin SNP lokusu 252185. niikletidde goriilmektedir.
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1,149,211, MGOOHS20:10.
-a1,149,118. MGOOHS20:10..
@a1,149,212, MGOOHS20:10..
we- 1,149,119, MGOOHS20:10..
s 1,149,120, MGOOHS20:10...
e 1,149,188, MGOOHS20:10..
e 1,149,122, MGOOHS20:10...
-a1,149,137. MGOOHS20:10.
01,149,123 MGOOHS20:10..
s 1,149,147 MGOOHS20:10.
1,149,150 MGOOHS20:10.
1,149,124 MGOOHS20:10..
1,149,125, MGOOHS20:10..
1,149,185, MGOOHS20:1083.
e 1,149,131, MGOOHS20:10...
1,149,206 MGOOHS20:10.
s 1,149,126, MGOOHS20:10..
-a1,149201, MGOOHS20:10..
s 1,149,149, MGOOHS20:10..
i@-a1,149,198. MGOOHS20:10..
-a1,149,168, MGOOHS20:10..
s 1,149,184 MGOOHS20:10..
s 1,149,127, MGOOHS20:10...
-a1,149,186. MGOOHS20:10.
e 1,149,128, MGOOHS20:10..
a1, 149,177 MGOOHS20:10..
-=1,149,187 MGOOHS20:10..
o= 1,149,169, MGOOHS20:10..
e 1,149,189, MGOOHS20:10..

CCAGTTT CA|CIA

CCAGTTTCCTGTAGC
CCAGT
CCAGTTTCCTGTA
CCAGTTTCCTGT

CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCACIA
AAACCAIC]
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAIC|A

CCAGTTTCCTGTAG

CCAGTTTC
CCAGTTTCCTGTAGCAAAAC
CCAGTTTCCTGTAGCA

A

CCAGTTTCCTG

CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAICIA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAICIA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAICIA

CCAGTTTCCTGTAGCA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA|CIA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACC

CCAGTTTCCTGTAGCA

CCAGTTTCCTGTAGCAAAA
CCAGTTTCCTGTAGCAA/
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCHACA

CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA|CIA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA|CIA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA|CIA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCAICIA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA|CIA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA[CIA

19250 255

AACCAICIA
CCAGTTTCCTGTAGCAAAACCA|CIA

Sekil 3.8. Zard dizisinde bulunan ZP002_SNP lokusu. ZP002_SNP markoriiniin 5’
primer dizisi 252495-252514. niikleotidleri arasinda goriilmektedir. Dayaniklilikla
iliskili Adenin SNP lokusu 252516. niikletidde goriilmektedir.

¢) ZP002_DEL primerinin 4 kayisi ¢esidindeki sonuclar

Passaro ve arkadaslar1 (2017), PPV’ye dayanikli genotiplerde PPVres lokusunda 5
b¢’lik bir GTTTG delesyonunun oldugunu, hassas genotiplerde ise bu delesyonun
bulunmadigini bildirmistir. Hacihalioglu ve Ordubatbenzeri cesitlerinde delesyon tespit
edilmemis olunup, PPV’ye dayaniksiz olan bu iki ¢esidin bu lokusda beklendigi gibi
homozigot dayaniksiz olduklar1 anlasilmistir (Sekil 3.10). SEO cesidinde PPVres
lokusunda 5 bg¢’lik delesyonun oldugu ve genotipin bu lokus i¢in heterozigot oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.9). Diger dayanikli ¢esit Zard’da ise 5 b¢’lik delesyonun anneden
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be babadan gelen her iki lokusda da bulundugu ve yani Zard’in bu lokus i¢cin homozigot

dayanikli oldugu belirlenmistir (Sekil 3.11).

251,500 251,525 251,547 251,564 251,580

AAC ATCATACCA ATOC cr_—ﬁ ATETETECA ca %
I | ]
207,532 207,557 207,579 207,596 207,612
AA -
—_—
TCAAAGTCCTCCGATTCA| o GG G A €
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GG G A [
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GEENG A c
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA A G----- Al
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA C
CAGCTTCAAAGTCCTCCGAT €
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA ©
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA
AR CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA c
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA c
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA €
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA e
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA c
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA £
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA L4
AN CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA €
B CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G-=---- Al
ICAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
AAT CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GG A [
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G NG A ©
-- CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
-- CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G-=---- Al
AA CAGCTTCAAAGTC 6 s A
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G AT c
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
LY CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GGG A c
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GG G A
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G-=-=--- Al
ICAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
ICAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
CCGATTCA G----- Al
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GG G A [
CAGCTTCAAAGTC c
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
-- CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA G----- Al
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GGG A [
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA[TAT GG G A i
CCGATTCA G----- Al

Sekil 3.9. SEO dizisinde bulunan ZP002_DEL lokusu. ZP002_DEL markoriiniin 5’
primer dizisi 251525-251547. niikleotidleri arasinda, dayaniklilikla iligkili delesyon
252564-252569. niikletidler arasinda goriilmektedir.
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252,300 252,314 252,336 252,353 252,380

AATICATATCA 1 AT C;G_G—G: ATETECTEEA AAT|ICEEEGGATATCAAT AAAAC AT A ]

207,543 207,557 207,579 207,596 207,623

CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) ATIGTTTGG A i
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) ATIGTTTGG
CAGCTTC GATTCA| T GTTTGG|
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) T GTTTGG
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA|T GTTTGG|
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA A GTTTGG)
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) ATIGTTTGG
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) GTTTGG|
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) NGTTTGG
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GTTTGG|
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) T T ATIGTTTGG
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA[TAT T GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) T GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA| GTTTG
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA ATIGTTTGGIAC/ : c
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) GTTTGG| A
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) T GTTTGG|
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA T NGTTTGG|
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCG GTTTGG|
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA[T
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA|T T ATIGTTTGG
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) T GTTTGG|
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) T GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA GTTTGG|
AAAGTCCTCCGATTCAJT C GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTC ATIGTTTGG
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA| TCT GTTTGG
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) g TTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCGA NMGTTTGG|
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA TGG
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATTCA) ATIGTTTGGA
CAGCTECAAAGTCCTCCGATTCA) GTTTGG]
CAGCTTCAAAGTCCTCCGATHMCA GTTTGG|

Sekil 3.10. Ordubatbenzeri dizisinde bulunan ZP002_DEL lokusu. ZP002_DEL
markoriintin 5° primer dizisi 251314-251336. niikleotidleri arasinda goriilmektedir.

Dayaniklilikla iliskili delesyon 252353-252358. niikletidler arasinda goriilmektedir.
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- 252,645 252,667 252,685 252,700 252,710  2F
CC (A EDEESATAT DTS ATEREEA E = -=--- C
— —_—
207557 207579 207507
’A'};
|

Sekil 3.11. Zard dizisinde bulunan ZP002_DEL lokusu. ZP002_DEL markériiniin 5’
primer dizisi 251645-251667. niikleotidleri arasinda goriilmektedir. Dayaniklilikla
iliskili Delesyon 252685-252690. niikletidler arasinda goriilmektedir.

d) PGS1.21 ve PGS1.24 SSR primerlerinin 4 kayis1 cesidinde elde edilen

sonuclar

PPV dayanikliligi ile baglantii oldugu belirtilen ve molekiiler olarak PPV
dayanikliligmin taranmasinda kullanilan iki adet SSR (PGS1.21, PGS1.24) lokusu 4
adet kayist ¢esidi PPVres lokusunda incelenmistir. Hacihaliloglu c¢esidinde kapilar
elektorforez ile 214/220 alleleri belirlenmis, HTS okumalarinda ise Hacihaliloglu
cesidinin 210, 216 ve 220 lokuslarmi tasidigr belirlenmistir. Ordubatbenzeri icin ise
kapilar eloktroforez ile 214/216 allelleri belirlenmis, HTS okumlarinda ise 210, 212 ve
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220 lokuslar1 belirlenmistir. Zard ve SEO genotiplerinde ise kapilar elektorforez ile
belirlenen alleler, HTS sekanslama verilerinde tespit edilmemistir. HTS kisa okumalar
tekrar dizilerindeki farkliliklarin tespit edilmesine imkan vermemistir. PGS24 (SSR)
lokusunda, HTS dizileme verilerinde dort kayis: ¢esidi icin de tekrar dizi farkliklar:

tespit edilememistir.

3.3.5. 3 Kayis1 Cesidinin PPVres Lokuslarinda Tespit Edilen SNP/indel

Varyasyonlarn

Ordubatbenzeri cesidinde; Delesyon (silinme): 707 adet, insersiyon: 385 adet, Tek
niikleotid baz degisimi (SNP): 14.132 adet, Transisyon: 4.386 adet, Transversiyon:
5.112 adet; Substitution: 1.169 adet olmak iizere toplam 25.891 varyasyon belirlenmistir
(Tablo 3.5).

SEO cesidinde; Delesyon (silinme): 703, Insersiyon: 370, Tek niikleotid baz degisimi
(SNP): 14.254, Transisyon: 4.600, Transversiyon: 5073, Substitution: 1.155 olmak
tizere toplam 26.155 varyasyon tespit edilmistir (Tablo 3.5).

Zard cesidinde; Delesyon (silinme): 704, Insersiyon: 357, Tek niikleotid baz degisimi
(SNP): 13.688, Transisyon: 4.412, Transversiyon: 5.077, Substitution: 1.278 tane olmak
tizere toplamda 25.516 varyasyon tespit edilmistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. Kayis1 Genotiplerinde Belirlenen Varyasyonlarin Sayisal Degerleri

Kayist genotipleri

Delesyon

Insersiyon

SNP

SNP Transisyon

SNP Transversiyon

Substitution

Toplam Varyasyon

SEO

703

370

14.254

4.600

5.073

1.155

26.155

Ordubatbenzeri

707

385

14.132

4.386

5.112

1.169

25.891

Zard

704

357

13.688

4.412

5.077

1.278

25.516
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16000
14000
12000

10000

4000 Ordubatbenzeri:

2000

Delesyon insersiyon SNP Transisyon Transversiyon Substitution
M Seo: 703 370 14.254 4600 5073 1155

WZard: 704 357 13688 4412 5077 1278
M Ordubatbenzeri: 707 385 14132 4386 5112 1169

WSeo: WZard: WOrdubatbenzeri:

Zard

Ordubatbenzeri

SEO m Delesyon
m Insersiyon
mSNP
m Transisyon
m Transversiyon

m Substitution

Sekil 3.15. U¢ Kayismin Varyasyonlarinin Sayisal ve Yiizdelik verileri



4.BOLUM

4.1. TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Kayis1 diinya capinda iliman bolgelerde yetisebilmektedir. Sarka olarak da bilinen Plum
pox viriisii (PPV), kayisi, seftali, erik, visne olmak lizere Prunus tiirlerine ciddi zararlar
vermekte ve bu hastalik sert cekirdekli meyvelerde verim ve kaliteyi diistirmektedir.
Yillardir siiren caligmalara ragmen hastalik ile etkin bir miicadele yOntemi

gelistirilememistir.

PPV’ye dayanikl kayisilarin molekiiler genetikleri arastirilarak cgesitli segregasyon ve
molekiiler haritalama caligmalar1 bildirilmistir. Bu caligmalar ile PPV dayanikliliginin
tek genle, 2 genle veya 3 gen ile kontrol edildigini gosteren calismalar yaymlamistir.
Aymi1 zamanda minor dayaniklilik lokuslarmin BG3 ve BGS5’te yer aldigi rapor
edilmistir [62, 63]. Daha sonra BG1’in iist kisminda yer alan PPVres ad1 verilen biiyiik
bir lokusun dayanikliligin % 70’inden sorumlu oldugu rapor edilmistir [66, 67].
Ilerleyen calismalar ile PPV’ye dayanikli olan “Goldrich” kayisi ¢esidinde PPVres
lokusunun fiziksel haritasi olusturularak PPVres lokusu 196 kb’lik bolgeye kadar
daraltilmistir [16].

Prunus tiirlerine 6zgii SSR ve SNP markorleri gelistirilmistir. Bunlarin  bircogu
dayanmiklilik genini bulmak icin yapilan kayisi genetik haritalarinda kullanilmigtir.
Dirlewanger ve arkadaslar1 (2002, 2006) dayaniklilik i¢in seftalide 55 SSR markorii [94,
95], Aranzana ve arkadaslar1 (2002) seftali genomik kaynagindan 27 SSR markorii
yaymlamiglardir [96]. Hagen ve arkadaslar1 (2004) kayisida 21 SSR markorii [97],
Howad ve arkadaslar1 (2005) seftalide 6 SSR markorii [98], Yamamoto ve arkadaslari
(2002, 2005) seftalide 58 SSR markorii [99,100], Decroocq ve arkadaslari (2003)
kayisida 10 SSR markorii [101], Lopes ve arakdaslar: (2002) 21 SSR markoriinii rapor
etmislerdir [102]. Testolin ve arkadaslar1 (2004) P. dilcus’ta 29 SSR markoriinii [103],
Vilanova ve arkadaglar1 (2006) kayisida 10 SSR markorii [104], Messina ve arkadaslari
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(2004) kayisida PPV dayanikliligini belirleyebilmek i¢in 20 SSR markoriinii rapor
etmistir [105].

Soriano ve arkadaslar1 (2008) BG1 iizerinde tespit ettikleri 2 SSR markdriiniin
(“sstPACITAS” ve “ssrPaCITA17”) MAS kullanilabilecegini bildirmistir [61]. Soriano
ve arkadaglar1 (2012) tarafindan yapilan calismada PPVres lokusu iizerinde ii¢ basit dizi
tekrar1 (SSR) (PGS 1.21, 1.23 ve 1.24) markorii gelistirmislerdir [17]. Ardindan Zuriaga
ve arkadaslar1 (2013) yaptiklar1 calismada PPVres lokusunu, 196 kb'lik bir bolgeye
kadar daraltmis [16] ve Decroocq ve arkadaslar1 (2014) daraltilan 196kb’lik bolgede, 5
b¢’lik bir delesyonun kesfetmislerdir. 5 b¢ delesyon belirlemek i¢in ZP002 adli tek dizi
uzunluk polimorfizmi (SSLP) markoriinii gelistirmistir [18]. Salazar ver arkadaslari
(2015) iki kayis1 genotipinde SNP ve INDEL calismas: yapmis ve BG1 iizerinde Rojo
Pasion’da 65.140 ve Z506-7'de 67.402 SNP kesfetmislerdir. Bu SNP’lerden 99 tanesini
analiz etmis ve 37 tanesinin polimorfik oldugunu gostermislerdir. Giircan ve arkadaslari
(2017) kayis1 transkriptom c¢alismalarinda 206 SSR lokusu belirlemistir. Bunlarin 72
tanesinin polimorfik oldugunu rapor etmistir. Passaro ve arkadaslar1 (2017), PGS 1.21,
ZP002 ve PGS 1.24 markorleri i¢cin yiiksek coziiniirlikli erime (HRM) analizlerini
gelistirmistir [19]. Bu tez ¢alismasinda da seftali birinci kromozomu ile Hacihaliloglu
genomu karsilastirilmis ve PPVres lokusu belirlenmistir. Ardindan ii¢ ¢esidin genomlari
Hacihaliloglu PPVres lokusu ile 3 ¢esidin genomu kiyaslanmis ve PPVres fragmanlari
elde edilmistir. Bu PPVres lokuslarinda ise Ordubatbenzerinde i¢in 25.891, SEO icin
26.155, Zard i¢in 25.516 SNP lokusu kesfedilmistir. Ayrica fragmanlar iizerinde 103

SSR lokusu belirlenmis ve 34 tanesinin polimorfik oldugu tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda, onceki caligmalar ile PPVres lokusunda dayaniklilikla birlikte
aktarildig1 belirlenen lokuslar tiim cesitlerde tespit edilmistir. 3 SNP/indel lokusunun 4
kayist cesitlerindeki allelleri de giivenilir olarak belirlenmistir. Hacihaliloglu
genotipinde PGS1.21_SNP markorii i¢in beklendigi gibi homozigot Guanin niikleotidini
tasidigi, SEO ve Ordubatbenzeri genotipinin Adenin/Guanin niikleotidlerini heterozigot
tasidig1, Zard cesidi dayanikli olmasima ragmen dayaniklilikla bagl oldugu rapor edilen
Adenin niikleotidi yerine Guanin niikleotidini homozigot tasidigi gosterilmistir.
PGS1.21_SNP primerinin giivenilir olmadig1 belirlenmistir. Diger iki lokusda
(PGS1.24_SNP ve ZP002_Del) ise beklenilen alleller gozlenmis olup, en azindan 4

cesitte giivenilirlikleri teyit edilmistir.
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PPV dayaniklilig: ile iliskili oldugu belirtilen ve molekiiler olarak PPV dayanikliligimin
taranmasinda kullanilan iki adet SSR (PGS1.21, PGS1.24) lokusu 4 adet kayis1 ¢esidi
PPVres lokusunda incelendiginde ise yine lokuslarin pozisyonu dogru olarak
belirlenmis fakat anne ve babadan gelen alleller saglikli tespit edilememistir.
Okumalarin tekrar bolgelerinde beklenilen uzunlukta iiretilmedigi, bir¢cok kisa
uzunlukta tekrar bolgesinin olustugu goriilmiistiir. Bir¢cok farkli uzunluktaki tekrar
okumasi nedeniyle PCR’da iiretilen alleler okumalarda tespit edilememistir. HTS
okumalarinin SSR lokuslarinin incelenmesinde giivenilir bir yontem olmadig1 sonucuna

varilmastir.

PPV dayaniklilig: ile iligkili markorlerin giivenilir olmadig1 daha 6nceki caligmalarda da
belirtilmistir. Rubio ve arkadaslar1 (2014), PPVres lokusu ile iliskili markorlerle
(PGS1.21, PGS1.23 ve PGS1.24) 80 kayis1 cesit ve tipini genotiplendirmis ve
dayaniksiz cesidi 'Alba’ ve (1002)8-6 genotipinin, PPVres iliskili markorleri
gosterdigini de bildirmistir [68]. Decroocq vd. (2014), PPVres lokusu ile iligkili
markorlerin dayanikhi kayis1 se¢iminde tam olarak giivenilir olmadigini belirtmistir.
Giircan ve arkadaglar1 (2019) PPVres ile iliskili markorlerin tamamini kullanarak
Tiirkiye kayisilarini taramis ve PPV dayaniklilig1 i¢in fenotipik ve genotipik tarama
arasinda uyumsuzluklar oldugu rapor etmistir [9]. Calismada Yilbat ¢esidi biyolojik
testlemede hassas bulunurken, molekiiler markorler ile dayanikli bulunmustur. Bu tez
caligmasinda, yukarida belirtildigi gibi daha onceki ¢aligmalarda rapor edilen SNP ve
Indel lokuslar1 HTS okumalarinda basarih bir sekilde tespit edilebilmistir.

Dayaniklilikla iligkili giivenilir markorlerin kesfedilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda 3 kayis1 genotipinde PPVres lokuslar: elde edilmis,
bu lokus iizerinde bulunan ve dayaniklilikla iliskili oldugu rapor edilen 5 markdriin
pozisyonu ve polimorfizmi incelenmistir. 1 adet SNP primerinin beklenilen allelere
sahip olmadigi, dayaniklilikla iligkili markor olarak kullanilmayacagi belirlenmistir.
SSR allelerin HTS dizilerinde teyit edilmesinin kolay olmadig1 anlagilmistir. Caligmada
ayrica PPVres lokusu taranarak polimorfik SSR lokuslar1 ve SNP varyasyonlari
belirlenmistir. Tez ¢aliymasinda tespit edilen bu varyasyonlar, PPVres bolgesinde yer
alan PPV dayaniklilik gen veya genlerinin kesfedilmesi ve MAS calismalar1 i¢in

markorlerin gelistirilmesinde kullanilacaktir.
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