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oz

Kiime Segregasyon Analizi (BSA, Bulked Segregant Analysis), bir poptiilasyonda
sadece belirli bir 6zelligin birbirine zit en Ust ve en alt iki asir ucundaki bireylerin
arasindaki farkligi ortaya ¢ikaran gugli bir ydntemdir. Hem st hem de alt kimeyi
olusturmak icin esit sayida birey kullanilir. Bir 6zellik igin karsilastirilan iki kiime ve
iki ebeveyn, onlari birbirinden ayiran belirtegleri belirlemek igin analiz edilir. En Ust
ve en alt ugtaki bireylerin her birinden DNA cikartilir. Ust ugtaki bireylerin her
birinden esit miktarda DNA bir deney tupunde ve alt ugtaki bireylerin her birinden
esit miktarda DNA bagka bir deney tlipinde olmak Uzere iki ayri deney tuplnde
kanstirilir. iki kiimenin DNA &rnegi molekiiler belirtegler yardimiyla karsilastirilir.
Her bir kimedeki bireyler, sadece ilgilenilen gen bakimindan 6zdestir. BSA yontemi
hem kalitatif (tek genli) hem de ¢ok genli (kantitatif) kalitim sergileyen &zellikler
konusunda basarili sonuglar vermektedir. Dominant (RAPD, ISSR, AFLP, SRAP)
ve kodominant (RFLP, SSR, SCAR, CAPS, SNP, QTL-Seq) belirte¢ sistemleri
kullanilabilmektedir. Bu derlemenin amaci, BSA yénteminin olusturuima stratejisini
tanitmak ve bahge bitkilerindeki énemli karakterler ile iligkili molekdler belirteglerin
belilenmesindeki kullanimini ortaya koymaktir.

ABSTRACT

Bulked Segregant Analysis (BSA) is a powerful method reveals only the
differences between individuals opposite to each other for a particular trait at
the top and bottom two extremes of a population. Equal number of individuals
are used to make up both the top and bottom cluster (bulk). The two bulks and
the two parents compared for a trait are analyzed to identify the markers that
distinguish them. DNA from each individual at both ends are extracted
separately. Equal amounts of DNA from the individuals located at the top and
bottom extreme are mixed in separate test tubes. The DNA samples from these
two bulks are compared using molecular markers. Individuals in each bulk are
identical only for the gene of interest. The BSA method gives successful results
for traits exhibiting both qualitative (monogenic) and quantitative (multigenic)
inheritance. Dominant (RAPD, ISSR, AFLP, SRAP) and codominant (RFLP,
SSR, SCAR, CAPS, SNP, QTL-Seq) marker systems can be used. The
objective of this review is to introduce the creation strategy of the BSA method
and to reveal its functioning in determining important characters and
comprehensive markers in horticultural plants.
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GIRIS

insan popiilasyonu 2000 yilinda 6.2 milyarken 2022'de 8 milyar olmus, 2050 yilinda 9.7 milyar
olmasi ve 2100’de 11 milyara yaklagsmasi beklenmektedir. Saglikh beslenmede kullanilan kiltir bitkilerine
olan talep ile tarimsal faaliyetlerle elde edilen triin miktari arasindaki fark giin gegtikge agiimaktadir. Bu
durum o6zellikle gelismekte olan ve az gelismis Ulkelerdeki nifus Uzerinde baski olugturmaktadir. Bitki

islahi 1930’lardan beri beslenmede yararlanilan Grin miktarinin artinimasinda benzeri gérilmemis katki
saglamaktadir (Wallace et al., 2018; Wang et al., 2023).

Urlnlerin kiltire alinmasi ve islahin tarihi agisindan bakildiginda, 1slah dort stratejik déneme
ayrilabilir: Islah 1.0-4.0. Islah 1.0, insanlk tarihindeki atalarimizin orijinal Urtnleri kdltire almasiyla
baslamistir. Islah 2.0, kendileme depresyonu (inbreeding depression) ile Mendel genetiginin yeniden kegfi
ve kantitatif genetigin belirlenmesi asamasidir. Islah 3.0, bitki 1slahina molekuler belirtecleri dahil etmesiyle
onceki iki donemden ayrilir. Islah 4.0 ile yuksek verimli ve gevreye iyi uyum saglayan yeni gesitlerin
olusturulmasi amaciyla, arzu edilen genlerin ve allellerin bir geside hassas ve verimli bir sekilde eklenmesi
beklenmektedir (Wallace et al., 2018).

Bitki 1slahinda ilerlemenin saglanabilmesi icin yeterli varyasyonun bulunmasi gerekir. Bir
populasyondaki belirli bir 6zellik icin fenotipik (dis goriinis) olarak sergilenen varyasyon (bireyler
arasindaki farklilik) gozlenerek (nitel) ya da dlgiilerek (nicel) belirlenir (Majeed et al., 2022). Ornegin farkli
ebeveyn hatlari igeren su kabagi (Lagenaria siceraria) melezlerinin tuza karsi stresinin saptanmasi gibi
(Aydin & Basak, 2023). Takip edilen Ozellikler kesintili (nitel, kalitatif, tek genli) ya da surekli (nicel,
kantitatif, cok genli) kalitim sergileyebilir. Kalitatif 6zellikler var (1) veya yok (0) seklinde degerlendirilir ve
histogram ile gosterilir (Sekil 1a). Kalitatif 6zellikler etkisi gliglii bir genin kontrolii altinda kalitilir. Ornegin
Gregor Mendel’in bezelyelerde izledigi tohum rengi ve sekli vb. Kalitatif 6zelliklerde organizmanin genotipi
ile fenotipi arasinda dogrudan bir iliski vardir ve kalitim mekanizmasi oldukga basittir. Her bir genotip
belirli bir fenotip olusturur. Kantitatif 6zellikler ise ikiden fazla formda gozlenebilir. Bitkilerin olusturdugu
poptllasyon c¢an egrisi seklinde poligon goriinimindedir (Sekil 1b). Kantitatif 6zellikler etkisi zayif ve
cevresel etmenlerden etkilenebilen ¢ok sayida genin kontroli altinda kalitilir. Ornegin bitki boyu, kuru
madde miktari, olgunlasma zamani, verim vb. Kantitatif 6zellikler konusunda organizmanin fenotipini
etkileyecek farkli genotipler bulunabilir ve kalitim mekanizmasi olduk¢a karmasiktir (Pierce, 2021).
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Sekil 1. Fenotip 6zellikleri a) kalitatif, b) kantitatif (Pierce, 2021’den degistirilerek).

Figure 1. Phenotypic traits a) qualitative, b) quantitative (modified from Pierce, 2021).

Molekdler belirte¢ (marker) sistemlerinden yararlanilarak yapilan haritalamada ve iligkilendirmede
temel alinan kavram, varsayilan baglanti grubu (kromozomlari temsil eder) Uzerindeki lokus (genin
bulundugu bélge) ile elde edilen belirtecin veya belirteglerin arasindaki mesafeye dayanir. Tahmini gen ile
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bulunan belirte¢ arasindaki mesafe ne kadar uzaksa, ikisinin arasinda rekombinasyon (crossingover)
olma olasihgi da o kadar yuksektir (Quarrie et al., 1999). Bir bagka deyisle, rekombinasyon orani ne kadar
diglkse, genin ve belirtecin birbirine yakin olma olasiligi o kadar yuksektir. Klasik i1slah ve geleneksel
baglanti haritasi (linkage map) olusturulmasi zor, pahali ve zaman alicidir. Biyoinformatik ve yliksek verimli
dizileme (high-throughput sequencing) teknolojilerinin gelisimi sayesinde genom haritalama calismalari
hedefe yonelik olarak daha etkili, zaman tasarruflu ve ucuza yapilabilmektedir (Best & McSteen, 2022).
Bu nedenle, belirteg yardimiyla seleksiyondan (MAS, Marker-Assisted Selection) yararlaniimaktadir.

Bitki 1slahinda bireylerin karakterizasyonu baglica iki yolla yapilabilir. Bireysel Segregasyon Analizi
(ISA, Individual Segregant Analysis) yontemi tek tek bireyleri genotiplerine gore nitel olarak molekdler
belirteg(ler) ile iligkilendirerek farkli gruplar halinde incelemektedir. Ancak bu ydntemde takip edilen
fenotipik 6zelligin, molekdler belirteclerle baglantili olan genotip ile iligkisi kolaylikla gésterilememektedir.
Calisilan genis olgekli popllasyondaki her bir bireyin genotiplenmesi karmasik, uzun, zahmetli ve pahali
bir stregtir (Majeed et al., 2022). ISA’nin yukarida bahsedilen olumsuz yoninin iyilestiriimesi igcin BSA
yonteminin kullaniimasi daha ¢ok yardimci olmaktadir. BSA, organizma genomunun belirli bir bélgesindeki
ya da bolgelerindeki 6zellikler ile iligkili aday gen veya genlere bagl belirte¢ belirleme yontemidir.

Yapilan kaynak taramasi sonucunda BSA konusunu detayli sekilde agiklayan Tirkge kaynaga
rastlanmamistir. Bu derlemenin amaci, BSA ydnteminin olusturulma stratejisini tanitmak ve bahge bitkilerindeki
onemli karakterler ile iligkili molekuler belirteclerin belilenmesindeki kullanimini ortaya koymaktir.

BSA olusturma stratejisi

Kime Segregasyon Analizi (BSA, Bulked Segregant Analysis) canlilar aleminde ¢alisilan bir poplilasyon
icinde sadece belirli bir 6zelligin “birbirine zit” en Ust ve en alt iki asiri ucundaki bireylerin arasindaki
farkhihgi ortaya gikarmak amaciyla kullanilir. Bu ydntem, bir melezlemeden elde edilen segregasyon
g0steren bir populasyondan olusturulan iki kimedeki bireylerin DNA &rneklerinin karsilastiriimasiyla yapilir.
Her bir kimedeki bireyler, sadece ilgilenilen gen ya da 6zellik bakimindan 6zdestir (ortaktir). Ancak diger
genler veya 6zellikler icin 6zdes degildir. Bir bagka deyisle, her bir grup icinde, incelenen 6zellik digindaki
diger tum o6zellikler bakimindan bireyler arasindaki varyasyonun rastgele oldugu kabul edilir ve g6z ardi
edilir. Bir 6zellik igin iki zit kutbu igeren (6rnegin belirli bir hastalia dayaniklilik ve hassaslik) iki kime
arasindaki farkhhgi belilemek amaciyla molekiler belirtecler ile analiz edilir. Kimeler arasinda polimorfizm
sergileyen belirteclerin, ilgilenilen 6zelligi belirleyen lokus ile genetik olarak yakin baglantida oldugu
disindldr (Michelmore et al., 1991). BSA genetik, genomik ve islah galismalarinda kullanilabilen oldukga
gUclu bir ydntemdir. Hem lst hem de alt kimeyi olusturan “esit sayida” bireylerden ayri ayri DNA c¢ikartilir.
Bir 6zellik icin karsilastirilan iki kime ve varsa iki ebeveyn, onlari birbirinden ayiran belirtecleri belirlemek
icin analiz edilir. BSA'nin temelinde 6ncelikle izlenecek O6zellik bakimindan farkli uglarda yer alan iki
ebeveyn segcilir ve bunlar arasinda kontrolli melezleme yapilir. BSA galismasi igin Fz, ¢ift (katlanmis)
haploid (DH, Doubled Haploid) veya rekombinant kendilenmis hat (RIL, Recombinant Inbred Line)
poptlasyonunda cesitlilik gdsteren bireyler kullanilabilir. Sonrasinda bu 6zelligin genom boyunca yayilimis
molekuler belirteglerle genotipik olarak iligkilendiriimesi gerekir. Populasyon iginde takip edilen 6zelligin
“pirbirine zit” en Ust ugta ve en alt ugta olmak Uzere iki durumunu sergileyen ve egit sayidaki bireyle iki
ayri kiime (havuz, grup, bulk) olusturulur. Her bir kiimede esit sayida olmak sartiyla 14-20 (Michelmore et
al.,, 1991) ya da 7-14 (Giovannoni et al., 1991) arasinda birey kullanilabilir. Arastirmanin igerigine bagli
olarak her kiimede kullanilan birey sayisi degistirilebilir. En Gst ugtaki bireylerin her birinden egit miktarda
DNA bir deney tiiptinde (Eppendorf®) ve en alt ugtaki bireylerin her birinden esit miktarda DNA “bagka” bir
deney tupunde olmak Uzere iki ayri deney tupunde karigtirihir. Bu iki kimenin DNA &6rnegi molekuler
belirtegler yardimiyla karsilagtirihir Ornegin, Mendelin galistigi bezelyelerin uzun veya kisa olmasi,
marulun hastalija direncli veya hassas olmasi vb (Quarrie et al., 1999; Vardar-Kanlitepe et al., 2010).

DNA kimelerinin olusturuldugu segregasyon goésteren bir populasyon kullanilarak hedef lokus ile
polimorfik molekiler belirteg arasindaki baglanti (linkage) belirlenir. Dominant sistemler igin primer ve
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kodominant sistemler igin probe kullanilir. Lokus igin polimorfik olarak bulunan primerler ya da problar,
iliskili gen veya bdlgeyi tespit etmek amaciyla, kimeleri olusturmada kullanilan bireyleri birbirinden ayirt
etmek icin test edilir. lgilenilen gen ile iligkili olmayan jel bantlari her iki kiimede de benzer yodunlukta
g6zlenir. BSA herhangi bir yeni bant varyasyonu olusturmaz. Buna karsin pek gok sayida lokusun hizli
sekilde taranmasina imkan vererek hedef bdlgede segregasyon sergileyen belirteglerin tanimlanmasini
saglar Michelmore et al., 1991). BSA yonteminde kullanilacak bireylerin geldigi kaynaga gore iki farkli
uygulama sekli olabilir. Birincisinde kullanilacak bireyler herhangi bir melezlemeden olusturulur. Bir baska
deyisle, zit 6zellikteki iki genotip ya da mutant ile yabani bitki (wild type) melezlenerek agilim elde edilir.
ikincisinde ise kullanilacak bireyler farkli gegmise sahip karma bir popiilasyondan gelir (Zou et al., 2016).
BSA’nin birinci kullanim alani, tercihen elde edilen F2 agilim poptilasyonu ile galismaktir. Bu populasyona
ulasmanin zaman aldigi ¢ok yillik bitkilerde, takip edilecek 6zellik yoninden acilim sergileyen katlanmis
haploid, rekombinant kendilenmis hat (Quarrie et al., 1999) veya geri melezleme (BC, Back-Crossing)
(Dalkilic et al., 2005) populasyonu gibi herhangi bir poptilasyon da kullanilabilir. Dominant allel ile kontrol
edilen kalitim mekanizmasinda F2 popilasyonu tercih edilirken, resesif allel ya da QTL ile kontrol edilen
kalitim mekanizmasinda katlanmis haploid veya rekombinant kendilenmis hat kullaniimasi Onerilir
(Quarrie et al., 1999). BSA'nin ikinci kullanim alani, arastirmada kullanilan bireylerin genetik olarak ¢ok
farkli olmasi ve buiyiik ihtimalle yabanci déllenen karma (mixture, composite) bir popilasyondan gelmesi
durumudur. Bu ikinci durumdaki populasyonlarda takip edilecek 6zelligin ¢ok fazla allelinin mevcut olmasi
mUmkundur (Quarrie et al., 1999).

Teknolojinin ilerlemesiyle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction)
sayesinde ve ucuzlayan baz dizilimi (sequencing) maliyetleri, BSA'nin ikinci nesil baz dizilimi (NGS, Next-
Generation Sequencing) yontemine uyarlanmasiyla (Song et al., 2017; Best & McSteen, 2022; Li & Xu,
2022), bitki 6zelligi ile iliskili genom analizleri ileri bir boyuta tasinmistir (Majeed et al., 2022). BSA
yontemi hem tek genli (Dakouri et al., 2018) hem az sayida genli (oligenik) (Song et al., 2017) hem de gok
sayida genli (QTL, Quantitative Trait Loci) (Liang et al., 2020; Zhang & Panthee, 2020; de la Fuente
Canté & Vigouroux, 2022) kalitimin takip edilmesinde kullaniimaktadir.

Bahcge bitkilerindeki 6nemli karakterler ile iligkili molekiiler belirteclerin belirlenmesinde BSA
yonteminin kullanimi

Bahge bitkilerinde BSA’da kullanilan dominant polimorfizm gosteren molekiiler belirtecler

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, rastgele ¢ogaltiimis polimorfik DNA): Marulda
(Lactuca sativa, n=x=9, Asteraceae) fungal (mantarfi) bir hastaliga (Bremia lactucae) dayaniklilik/hassasiyet
konusu RAPD molekiiler belirtegleriyle calisilarak ortaya konmustur. Oncelikle takip edilecek fungal
hastaliga dayaniklilik bakimindan (Dm3, Dm4, Dm5/8 genleri) Calmar (homozigot dayanikl) x Kordaat
(homozigot hassas) ebeveyn arasinda yapilan melezlemeden elde edilen F2 popllasyonundan 14-20 bitki
dayanikli ve hassas kimede 120 RAPD primeri (Operon A-F) ile test edilmistir. Kimeler arasinda
polimorfizm sergileyen OPI11 primeri Dm3 geni ile 2 cM, R62 primeri Dm4 geni ile 15 cM uzaklikta
haritalanmistir. OPHO4s00, OPF 121400 ve OPH151960 RAPD belirtegleri Dm5/8 geni ile baglantili bulunmustur.
RFLP ve RAPD belirtegleri hedeflenen genin 6n ve arka bolgesine 25 cM mesafede haritalanmistir
(Michelmore et al., 1991).

Elmada (Malus floribunda, M. x domestica, n=x=7, Rosaceae) uyuz (scab, Venturia inaequalis)
hastaligina dayaniklihk lokusu (V) 15 dayanikli ve 7 hassas genotipte calisiimistir. Her bir kiimede alti
dayanikh ve alti hassas birey yer almis ve 59 RAPD primeri ile test edilmistir. Bir RAPD belirtecinin
(OPA15900) hastaliga dayanikliik konusunda M.floribunda’dan M. x domestica'ya geg¢mis oldugu
belirlenmistir (Durham & Korban, 1994).

Domateste (Lycopersicon esculentum x L. pennellii, n=x=12, Solanaceae) yapilan melezleme ile 67
F2 populasyonu olusturulmustur. Elde edilen haritalama populasyonunda kromozom 11 Uzerindeki gicek
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sapli (pedicel) absisyonu (jointless) lokusu (j-1) ve kromozom 10 Uzerindeki meyve olgunlasmasi (non-
ripening) lokusu (nor) igin 7’ser ve 14’er birey kullanilarak iki farkl grup DNA kiimesi 200 RAPD primeri ile
test edilmigstir. Verilerden 5 cM, 10 cM ve 15 cM baglanti ihtimali tahmini igin sirasiyla <40, <10 ve <5 birey
kullanilarak iki DNA kimesi yapilmasi tavsiye edilmistir. 38D primerinden elde edilen 38J belirtecinin j-1
geni ile yakin iligkili oldugu ve 307N primerinden elde edilen 307N belirtecinin nor geni ile yakin iligkili
oldugu bulunmustur. 148B primerinden eide edilen bir belirtecin kromozom 11 Uzerindeki j-7 genine 45
cM uzaklikta oldugu belirlenmistir (Giovannoni et al., 1991). Domateste lekeli solgunluk viriisi (TSWV,
tomato spotted wilt virus) hastaligina dayaniklilik lokusunun (Sw-5) kalitimi eksik dominant (heterozigot
bitkiler, homozigot bitkilerden daha az dayaniklidir) kalitim ile kontrol edilmektedir. Stevens (dayanikl) x
Trend (hassas) melezlemesinden F2 popilasyonu olusturulmustur. Her bir kimede 67 tolerant ve 33
hassas birey yer almig ve 130 RFLP probu, 382 RAPD primeri ve 1 SCAR primeri ile test edilmigtir.
Kromozom 9'daki Sw-5 lokusuna bagli bir RAPD belirteci (R2) SCAR belirtecine (SC-R2)
donlstirdlmastir. Elde edilen SC-R2 SCAR belirtecinin domateste TSWV'nin test edilmesinde ve
MAS’nda kullanilabilecegi belirtiimistir (Chagué et al., 1996).

Biberde (Capsicum annuum, n=x=12, Solanaceae) patates Y virlsi (PYV) hastaligina dayaniklidin
kalitimi tek bir dominant gen (Pvr4) ile kontrol edilmektedir. KM1 (hassas) x CM334 (dayanikli)
melezlemesinden F1, F2 ve BC1 popllasyonlari olusturulmustur. Her bir kimede 12 dayanikli ve 12
hassas birey yer almis ve 147 tek ve 46 ikili kombinasyon seklinde toplam 193 RAPD primeri ile test
edilmistir. Calisma sonucunda PR-13 primeri dayanikli ve hassas kiimeler arasindaki ilk PCR analizinde
polimorfizm gostermesine ragmen tekrar edilememistir. OPG12 primerinin ise biberdeki PYV hastaliginin
belirlenmesi icin Gzerinde daha fazla incelemeye deger oldugu bulunmustur (Ekbig et al., 1999).

Turuncgillerde, kok ve goévde ¢urikligine neden olan Phytophthora spp. fungusuna tolerans, Pearl
(hassas) x Flying Dragon (FD) (tolerant) ve Sunki (hassas) x FD (tolerant) melezlemelerinden elde edilen
F1 bitkilerinde incelenmistir. Hastaliga toleransin ¢oklu gen kahtimi izledigi bulunmustur. Her bitki
populasyonunda ayri ayri her bir kimede 5 tolerant ve 5 hassas birey yer almistir. Toplam 492 RAPD
primeri kullanilmigtir. Bunlardan 19 primer temiz ve tekrarlanabilir bant vermigtir. Pearl x FD
popllasyonunda 44 polimorfik bant elde edilmistir. Bunlardan C15es0 ile C15700 2.1 cM, AHBs00 ile AB1900
4.2 cM ve AC191300 ile AM3700 4.4 cM mesafede hastaliga tolerans ile iliskili olarak en yakin sekilde
haritalanmistir. Sunki x FD populasyonunda 28 polimorfik bant elde edilmistir. Bunlardan AA112100 ile
AA11200 2.4 cM, AJ181000 ile X181000 4.9 cM ve AC191300 ile E162200 5.7 cM mesafede hastaliga tolerans ile
iliskili olarak en yakin sekilde haritalanmistir (Dalkilic, 1999).

Hindistan cevizinde (Cocos nucifera, n=x=16, Arecaceae) 0ldiriici sararma (LY, lethal yellowing)
fitoplazma hastaligina dayanikhhidin kahtimi galismasinda 20’ser bireyden olusturulan West African Tall
(WAT, hassas), Malayan Yellow Dwarf (MYD, tolerant) ve Atlantic Tall (AT, tolerant) bitki populasyonlari
kullanilmigtir. Her bir kimede 15 dayanikli ve 15 hassas birey yer almig ve 80 RAPD primeri ile test
edilmistir. AT populasyonunda 5 RAPD belirtecinin (B4s70, A11990, B111140, AL31160 ve AL7350) LY’ye
dayaniklilik MAS c¢alismalarinda kullanilabileceg@i bulunmustr (Cardefa et al., 2003).

‘Minneola’ tanjelosunda (Citrus paradisi cv. Duncan % C.reticulata cv. Dancy, n=x=9, Rutaceae)
Alternaria kahverengi benek hastaliginin (Alternaria alternata) Shinn izolatina dayaniklilik tek resesif allel
(aaM1) ile kontrol edilmektedir. Calismada hastaliga dayanikh Clementine mandarini (C.reticulata) x
hassas LB#8-10 (‘Clementine’ x ‘Minneola’) geri melezleme (BC+) populasyonu kullaniimisgtir. Her bir
kimede 5 dayanikli ve 5 hassas birey yer almis ve 492 RAPD primeri ile test edilmistir. Bunlardan 9
primer 11 temiz ve tekrarlanabilir polimorfik bant vermistir. Hastaliga hassasiyete neden olan AaM1 alleli
ile P12ss50 (15.3 cM) ve AL31250 (36.7 cM) belirtegleri arasinda zayif coupling (ayni kromozom {izerinde)
iliskisi bulunmustur (Dalkilic et al., 2005).

Keciboynuzunda (Ceratonia siliqua, n=x=12, Caesalpinoideae, Fabaceae) cinsiyetin kalitimi agik
tozlanan bitkilerle ¢alisiimigtir. Her bir kimede 5 disi ve 5 erkek birey yer almis ve 130 RAPD primeri ile
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test edilmistir. Calismada kullanilan OPA17 primerinden elde edilen 750 bg¢ uzunlugundaki bir bant disi
bireylerin higbirinde go6zlenmezken, erkek bireylerin dordiinde gbézlenmisti. OPA177s50 belirtecinin
keciboynuzu bitkilerinin genglik kisirhdi déneminde erkek cinsiyetin belilenmesi konusunda %80 giivenle
kullanilabilecegi bildiriimistir (Kaya & Dalkilig, 2021).

Narda (Punica granatum, n=x=8, Lythraceae) bitki boyu ile iliskili RAPD belirteci bulunmasinda
bodur (P. nana) x normal boylu (P. granatum) F1 melezleri kullanilmigtir. Her bir kiimede 7 bodur ve 7
normal boylu birey yer almig ve 120 RAPD primeri ile test edilmistir. OPMO7 primerinden elde edilen 650
b¢ uzunlugundaki bant ana ebeveyn, bodur nar kimesi ve bodur kendilemesindeki bitkilerde
gbzlenmezken, baba ebeveyn, normal boylu nar kiimesi ve dért normal boylu nar melezinde géralmagtar.
OPMO07s50 RAPD belirtecinin narda bitki boyu 6zelligi ile %57 iligkili oldugu belirlenmistir (Simsek Ugkun &
Dalkilig, 2022). Narda tohum sertligi konusunda sert tohumlu (Ernar) ve yumusak tohumlu (Fellahyemez)
ebeveyn arasinda yapilan karsilikl melezlemeden elde edilen bireylerde ¢alisiimigtir. Her bir kimede 5-7
yumusak tohumlu ve 5-7 sert tohumlu birey yer almis ve 260 RAPD primeri ile test edilmistir. OPK12
primerinden elde edilen 571 b¢ uzunlugundaki bant yumusak tohum olugsumu ve 608 bg¢ uzunlugundaki
bant sert tohumluluk 6zelligi ile iligkili bulunmustur. OPK12 RAPD primerinden elde edilen iki polimorfik
banttan olusturulan iki InDel (insersiyon-delesyon) primeri kullanilarak sert tohumlu bireylerde sadece 156
b¢ uzunlugunda bant gézlenirken yumusak tohumlularda hem 156 b¢ hem de 123 bg uzunlugunda bantlar
g6zlenmigtir. OPAIO8 primerinden elde edilen 700 b¢ uzunlugundaki bant yumusak tohumlu bireylerde
gdzlenirken sert tohumlu bireylerde gézlenmemistir. iki RAPD belirtecinin (OPK12 ve OPAIO8) narda
genglik kisirligi donemindeki MAS islah galismalarinda kullanilabilecegi belirlenmistir (Yazici et al., 2023).

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat, basit dizi tekrarlarn arasi): Borilcede (Vigna unguiculata,
n=x=11, Fabaceae), Colletotrichum lindemuthianum fungusunun neden oldugu antraknoz hastaligina
dayanikhligin mekanizmasi arastinlmistir.  Yer tipi suriniclu ‘Sharika’ (Vigna unguiculata ssp.
sesquipedalis) (hassas) x arazi tipi yar slrliintci ‘Kanakamony’ (V.unguiculata ssp. cylindrica) (dayanikli)
ile karsilikli (resiprok) melezlenmistir. Toplam 30 F1 ve 163 F2 bireyi elde edilmistir. Her bir kiimede F:
bitkilerinden 10 dayanikli (0 hastalik skoru) ve 10 hassas (5 hastalik skoru) birey yer almistir. Test edilen
47 RAPD primerinden 12 adedi ve 43 ISSR primerinden 10 adedi polimorfizm gdstermistir. OPAQ02ss0
RAPD belirteci hastalia hassasiyetle, UBC810100 ve UBC8111s00 ISSR belirtegleri hastaliga
dayanikhlikla iligkili bulunmustur. Hastalia dayaniklilikta rol oynayan UBC8111s00 belirteci jelden geri
kazanilmis, klonlanmig ve gikarilan baz diziliminin LRR reseptdr benzeri serin/treonin protein kinaz geni le
baglantili oldugu tespit edilmistir (Pradhan et al., 2018).

Cilekte (Fragaria vesca, n=x=7, Rosaceae) gigeklenme mevsimi (seasonality) 6zellidi igin (F. vesca
(mevsimsel gigeklenen) x F. vesca semperflorens (her zaman gigeklenen)) x F. vesca semperflorens 168
BC1F1 bireylerinde galigiimistir. Her bir kimede 84 mevsimsel gigceklenen ve 84 her zaman gigeklenen
birey yer almis ve 10 ISSR primeri tek basina ve kombinasyon halinde test edilmistir. ISSR analizindeki
tek basina kullanilan ISSR primerleri 85 (5'i F. vesca’ya 6zel) ve kombinasyon halinde kullanilan ISSR
primerleri 493 (14’4 F. vesca'ya 06zel) polimorfik bant sergilemistir. Elde edilen verilerle iki ISSR
belirtecinin gigeklenme mevsimiyle ile iligkili oldugu bulunmustur (Cekic et al., 2001). Cilekte gigeklenme
mevsimi (seasonality) ve kol verimliligi (runnering) 6zellikleri igin (F. vesca (mevsimsel gigeklenen ve kol
veren) x F. vesca semperflorens (her zaman ciceklenen ve kol vermeyen)) x F.vesca semperflorens
BC1F1 bireylerinde galisiimistir. Her bir kimede 50’ser birey yer almis ve 23 tek ISSR primeri ve 45 ISSR
primer kombinasyonu ile test edilmistir. ISSR analizinde 14 tek primer ve 10 kombine primer polimorfizm
sergilemistir. Elde edilen verilerle 16 ISSR belirtecinin gigeklenme mevsimiyle ve 7 belirtecinin de kol
verimliligi ile iligkili oldugu bulunmustur (Cekig, 2015).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism, gogaltiimis pargca uzunlugu polimorfizmi):
Domateste ge¢ yaniklik hastalii etmeni (Phytophthora infestans) Pi-16 izolati igin CLN657 (L.
esculentum) (hassas) x L3708 (L. pimpinellifolium) (dayanikli) melezlemesinden elde edilen 72 F2
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populasyonu kullaniimigtir. Her bir kimede 9 dayanikli ve 8 hassas birey yer almis ve 120 AFLP primer
cifti ile test edilmistir. Bes AFLP primer giftinden elde edilen DNA bantlari dayanikh ebeveyn ve dayanikli
birey kiimesiyle ve bir AFLP primer ciftinden elde edilen DNA bandi hassas ebeveyn ve hassas birey
kiimesiyle iligkili bulunmustur (Chungwongse et al., 2002).

SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism, dizi iligkili ¢ogaltilmig polimorfizm):
Domateste Fusarium kok ve kék bodazi ¢urikligu (Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL))
etmenine karsi dayaniklilik sadlayan tek dominant gen (Fr/) ile iligkili molekdler belirteglerin belirlenmesi
arastirniimistir. Fla. 7781 (dayanikli) ile 560 (hassas) ebeveyn arasindaki melezlemeden F1, F2 ve BC1
elde edilmistir. Ebeveyn bitkiler, F2 ve BC+ bitkileri FORL izolatiyla test edilmistir. Her bir kiimede 10
dayanikli ve 10 hassas birey kullanilmigtir. SRAP analizi igin 13 ileri (Me1-13) ve 19 geri (Em1-19) primer
cift halinde test edilmistir. Kullanilan 247 SRAP primer kombinasyonundan 161 adedi 644 polimorfik bant
vermistir. Ebeveyn bitkiler arasinda 25, kiimeler arasinda ise 3 polimorfik bant elde edilmis, ancak hem
ebeveynler hem de bulklar arasinda herhangi bir polimorfizme rastlanmamigstir (Kabas Demirelli, 2008).

incirde PCR analizi ile BSA'da test edilen toplam 366 primer 7 disi ve 7 erkek bireyden olusan DNA
kiimelerinde test edilmistir. Kiimeler arasinda polimorfizm sergileyen 62 primer bireylerde tek tek analiz
edilmistir (kullanilan/toplam sirasiyla 28/208 SRAP, 24/58 MS-SRAP, 10/100 ISSR). Disi ve erkek incir
bireylerinde elde edilen toplam 353 banttan 149'u (66 MS-SRAP, 60 SRAP, 23 ISSR) polimorfizm
sergilemigtir. incirde cinsiyet ayriminda UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic average),
PCA (principal component analysis) ve STRUCTURE yontemleri ile yapilan analizler, disi ve erkek incir
bireyleri arasindaki farkliligi belirlemede etkili olmustur (lkten et al., 2023).

Bitki 1slahinda 6zelliklerin kalitiminin  izlenmesinde dominant polimorfizmi belirleyen belirteg
sistemlerinden yararlanilabilir. Dominant polimorfizm (bant var ya da yok) veren sistemlerde her bir kiimede
goreceli olarak daha az birey kullanilabilir (Quarrie et al., 1999).

Bahcge bitkilerinde BSA’da kullanilan kodominant polimorfizm gosteren molekiiler belirtecler

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, kesilmis parga uzunlugu polimorfizmi):
Marulda B. lactucae fungal hastaligina dayanikhlik/hassasiyet konusunda RFLP ve RAPD molekiiler
belirtecleriyle aligilarak ortaya konmustur. Oncelikle takip edilecek fungal hastaliga tepki dzelligi (Dm5/8)
bakimindan Calmar (homozigot dayanikh) x Kordaat (homozigot hassas) ebeveyn arasinda yapilan
melezlemeden F2 popiilasyonu elde edilmistir (Michelmore et al., 1991).

Misirda (Zea mays, n=x=10, Poaceae) kurakliga tolerans calismasinda toplam 223 S1 RIL bitki
ailesinden, her birinde 50’ser bitki olacak sekilde dort populasyon (TS CO, TS C8, DTP C2 ve DTP C6)
olusturulmus ve RFLP yontemi ile analiz edilmistir. Kromozom 1 Uzerinde yerlestirilen umc11 RFLP
belirteci kurak sartlar altindaki yliksek verimlilik 6zelligini tasiyan QTL’e 2 cM uzaklhginda bulunmustur
(Quarrie et al., 1999).

SSR (Simple Sequence Repeat, basit dizi tekrari): Domateste yaprak kivircikligi viriisi (ToLCV)
hastaligina dayanikliigin mekanizmasi ‘Punjab Chhuhara’ (PBC) (S. lycopersicum) (hassas) x ‘EC-
520061’ (S. habrochaites) (dayanikh) melezlemesinden elde edilen F1 bireyi 386 SSR primer gifti ile test
edilmistir. Bu primerlerden polimorfizm sergileyen 8 adedi F2 bireylerinin hastaliga dayaniklilik yéninden
taranmasi igin kullaniimigtir. Her bir kimede 10 dayanikli ve 10 hassas F2 bireyi yer almistir. F2
poptllasyonunda 86 dayanikli ve 14 hassas (13: 3) birey elde edilmesi, ToLCV hastaligina dayaniklihgin
bir dominant engelleyici gen tarafindan kontrol edildigini gdstermistir. iki belirtec hastaliga dayaniklilikla
iliskili bulunmustur. SSR218170-145 kromozom 10 Gzerinde 15 cM ve SSR3041ss.188 kromozom 7 (zerinde
35 cM mesafede yerlestirilmistir (Singh et al., 2015).

Armutta (Pyrus communis, n=x=17, Rosaceae) bodur biiyiime habitiisi ‘Nain Vert’ ¢esidinden elde
edilen PcDw dominant lokusu tarafindan kontrol edilmektedir. ‘Aihuali’ (bodur) x ‘Chili’ (standart)
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arasindaki melezlemeden elde edilen 107 bodur ve 108 standart (1: 1) toplam 215 F1 bireyi ile 7-34’
(‘Aihuali’ x ‘Chili’) (bodur) x ‘Zhongxiang’ (standart) arasindaki melezlemeden elde edilen 90 bodur ve 98
standart (1: 1) toplam 188 F1 bireyi kullaniimistir. Her bir kiimede 10 bodur ve 10 standart birey yer
almistir. Calismada, elma ve armut baglanti haritalarinda yer alan 14 SSR primer ¢iftinden elde edilen
belirtegler kromozom 16 Uzerinde haritalanmistir. scaffold00074: 137126-163908 iginde yer alan PcDw
lokusunun CN993875 ve QauSSR36 SSR belirtegleri ile iligkili oldugu bulunmustur. Ayrica galismanin
sonucunda yeni 43 SSR ve 50 SNP belirteci veri bankasina kaydedilerek gen bolgesi belirteclerce
yogunlastinimistir (Wang et al., 2016).

incirde 45 ilek (erkek) genotipi ve 2 disi (‘Bursa Siyahr, ‘Sarilop’) gesit incir ile 24 SSR primeri
kullanarak yapilan galismada, genotiplerin cinsiyete gére birbirinden ayrilamadigi; disi ve erkek incir
bireylerinin olusturulan dendrogramda (soyagaci) ayni grupta yer aldigi bulunmustur (Teoman et al.,
2017).

Patateste (Solanum tuberosum grup Phureja, n=x=12, Solanaceae) patates viris Y (PVY)
galismasinda DB375(1) (dayanikli) x 84.2P.75 (hassas) ebeveyn arasinda gaprazlama yapiimis ve SSR
primerleri ile test edilmistir. iki popilasyonun (05H1 ve 08H1) hastaliga karsi dayanikllikta iki SSR
belirtecinin (STM1021 ve STM3012) kromozom 9 Uzerindeki bir dominant allel ile iligkili oldugu
belirlenmistir. Calismada 98 DArT (Diversity Array Technology) belirteci dayanikli ebeveyn ve dayanikl
kimedeki 10 bireyde bulunurken, hassas ebeveyn ve hassas kimedeki 10 bireyde bulunmamistir.
(Torrance et al., 2020).

Soya fasulyesinde (Glycine max, n=x=20, Fabaceae) fide safhasinda kurakliga tolerans 6zelligi igin
tolerant hatlar (PK 1180 ve SL 46) ile hassas hatlar (UPSL 298 ve PK 1169) arasindaki melezlemeden
elde edilen F2 popiilasyonunda galigiimis ve SSR primerleri ile test edilmistir. Her bir kimede 10 tolerant
ve 10 hassas birey kullaniimigtir. Bir SSR belirteci (Satt277) kromozom 6 lzerinde kurakliga toleranslikla
yakin iligkili (3.4 cM) bulunmustur (Sreenivasa et al., 2020).

Kavunda (Cucumis melo, n=x=12, Cucurbitaceae) ¢ekirdek erkek sterilite (GMS) resesif geni ms-
7’in kalittm mekanizmasi MS-1 (erkek steril, msms) x KP4HM-15 (erkek fertil, MsMs) arasindaki
melezlemeden elde edilen 150 F2 bireyinde ¢alisiimisgtir. Her bir kimede 10 homozigot erkek steril ve 10
homozigot erkek fertil birey yer almistir. Calismada 498 SSR primer ifti test edilmigtir. DM0187, DM0038
ve TJ14 SSR belirtegleri kromozom 6 Uzerinde ms-1 gen bdlgesine bagli bulunmustur. DM0187
belirtecinin ms-1 genine 4.8 cM ile en yakin genetik mesafede oldugu belirlenmistir (Singh et al., 2020).

Kavunda, Fusarium oxysporum Schlechtend f. sp. melonis (Leach & Currence) Snyd. & Hans
(Fom) tarafindan meydana getirilen solgunluk hastaligina dayanikliigin mekanizmasi i¢in Punjab Sunehri
(hassas) x KP4HM-15 (dayanikli) melezlemesinden elde edilen 143 F2 kendilenerek F3 bireyleri
olusturulmustur. Bunlardan elde edilen 32 homozigot dayanikl, 75 heterozigot ve 36 homozigot hassas
birey (1: 2: 1) sonucuna gore hastaliga dayanikliigin bir dominant allel (Fom-5Y) ile kontrol edildigi
belirlenmistir. Her bir kimede 10 homozigot dayanikli ve 10 homozigot hassas F2z:3 bireyi yer almistir.
Kabakgiller Genom Veritabanindan segilen ve kavundaki 12 kromozoma yayilmig 527 SSR primer ifti
kullaniimigtir. Bunlardan elde edilen 4 SSR belirtecinin (CMCTN35, DM0096, CSWCTTO02, ve ECM181)
kromozom 5 Uzerindeki Fom-5% geni ile iligkili oldugu saptanmistir (Deol et al., 2022).

Bamyada (Abelmoschus esculentus, n=x=20, Malvaceae) YVMV (sari damar mozaik virisQ)
hastaligina dayanikliigin mekanizmasi Punjab Padmini (hassas) x AUAcc-1 (dayanikli, A. manihot)
arasindaki melezlemeden elde edilen F1, BC1F1 ve BC1F2 popllasyonlarinda galisiimistir. Yapilan arazi
ve yapay inokulasyon testlerinde toplam 168 BC1Fz2: bireyinin fenotipik degerlendirmesinde 89 hassas ve
79 dayanikh (9: 7) birey belirlenmistir. YVYMV etmenine dayanikhihgin iki resesif gen tarafindan kontrol edildigi,
genlerden en az birisindeki homozigot allel durumunun, diger genin etkisini maskeledigi (resesif epistasi)
ve dayanikli fenotipi ortaya gikardigi bulunmustur. BSA igin her bir kimede 8 dayanikl ve 8 hassas birey
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yer almistir. Test edilen 200 SSR primer ¢iftinden 61’inin dayanikli ve hassas ebeveyn arasinda
polimorfizm sergiledigi belirlenmistir. Bu 61 primer ciftinden dordiiniin (Okra 032, Okra 049, Okra 129 ve
Okra 270) YVMV hastaligina dayaniklilik ile iligkili olabilecegi belirlenmistir (Singh et al., 2023).

SCAR (Sequence Characterized Amplified Region, dizisi karakterize edilmis ¢cogaltiimis bolge):
Patlicanda (Solanum melongena, n=x=12, Solanaceae) Fusarium ¢Urikligu (Fusarium oxysporum f. sp.
melongenae) (FOM) hastaligina dayanikliigin kalitimi tek bir dominant allel ile kontrol edilmektedir.
Calismada NSFB99 (hassas) x LS2436 (dayanikli)) melezlemesinden elde edilen F1 kendilenerek F2 ve
NSFB99 (hassas) ile geri melezlenerek BCs popllasyonu olusturulmustur. F2 popilasyonundaki her bir
kiimede 10 dayanikli ve 10 hassas birey yer almig ve 1200 RAPD, 29 SRAP, 28 RGA (Resistance Gene
Analogous), 812 SRAP-RGA kokmbinasyonu ve 2 SCAR primeri ile test edilmistir. Gelistirilen iki SCAR
(SCAR426 ve SCARsa47) belirtecinin patlican bitkilerinin FOM’a karsi gosterdidi reaksiyonun test edilmesi igin
kullanilabilecegi bulunmustur (Mutlu et al., 2008).

Domateste Fusarium ¢irukligiu (FORL) hastaligina dayanikliigin kalitimi tek bir dominant allel ile
kontrol edilmektedir. Fla.7781 (dayanikli) x B560 (hassas) melezlemesinden elde edilen F1 kendilenerek
F2>-Fs ve B560 (hassas) ile geri melezlenerek BC+1 popilasyonu olusturulmustur. Her bir kiimede 10
dayanikl ve 10 hassas birey yer almis ve 29 SRAP, 48 RGA, 216 RFLP-COSII kombinasyonu ve 15
SCAR primeri ile test edilmistir. Gelistirlen SCARfn belirtecinin domates bitkilerinin FORL’a karsi
gOsterdigi reaksiyonun test edilmesi icin kullanilabilecegi bulunmustur (Mutlu et al., 2015).

incirde (Ficus carica, n=x=13, Moraceae) poplilasyonunda cinsiyetin kalitimi ¢alisiimistir. Her bir
kiimede 5 disi ve 5 erkek birey yer almig ve 7 SCAR primeri ile test edilmistir. MADF41450 ve MADF61300
primerleri erkek cinsiyeti ile %100 iligkili olarak bulunmustur. Kullanilan 110 RAPD primeri ve 154 SRAP
primer kombinasyonu cinsiyet ile iligkili hicbir polimorfik bant olusturmamistir (Agir & Dalkilig, 2022).

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence, kesilerek c¢ogaltilmis polimorfik dizi):
Karpuzda (Citrullus lanatus, n=x=11, Cucurbitaceae) meyve seklinin kalitimi tzerine CIFS1 aday geni
cahsiimistir. ‘Duan125’ (uzun) x ‘Zhengzhouzigua’ (yuvarlak) melezlemesinden elde edilen 768 F2, 120
BC1P1 (F1 x ‘Duan125’) ve 238 BC1P2 (F1 x ‘Zhengzhouzigua’) kullaniimistir. Her bir kiimede 30 uzun ve
30 yuvarlak birey yer almis ve BSA-seq yontemiyle SNP’ler temel alinarak gelistirilen 298 CAPS primeri
ile test edilmistir. Karpuzda meyve seklinin OO (uzun), Oo (oval) ve oo (yuvarlak) olmak lizere bir lokus
tarafindan kontrol edildigi belirlenmistir. Kromozom 3 izerinde CAPS0158 ve CAPS0165 belirtegleri ile
aday gen (CIFS1) arasinda 46 kb uzunlugu oldugu saptanmistir. IQD proteinini kodlayan CIFS71 genindeki
159 bg uzunlugundaki silinmenin karpuzda uzun meyve seklinden sorumlu oldugu bulunmustur. Silinen
bélgeden gelistirilen InDel belirtecinin (Cla011257) karpuzda yuvarlak meyve sekli ile iligkili oldugu
belirlenmistir (Dou et al., 2018).

Kavunda kisa bogumarasi (SIL, short internode length) 6zelligi lokusu (MD7) igin M1-32 (normal
boylu) x X090 (bodur) melezlemesinden elde edilen 985 F2 bireyinde ¢aligiimistir. Her bir kiimede 30
normal boylu ve 30 bodur birey yer almig ve 10 CAPS primer cifti ile test edilmistir. Bu primerlerden 6’si
polimorfik bant vermistir. Alti CAPS belirteci kromozom 7 (izerinde MD7 lokusuna bagli bulunmustur (Zhang
etal., 2019).

Misirda (Zea mays, n=x=10, Poaceae) B73 genotipinden EMS kimyasal mutajeni kullanilarak
mutant bireyler elde edilmistir. Mo17 (yabani tip) x aladin1 (ali1-1/ali1-1, mutant tip) melezlemesinden
elde edilen F2 populasyonu kullaniimis ve dCAPS primerleri ile test edilmistir. Her bir kiimede 60 yabani
tip ve 60 ali1-1/ali1-1 tipi bireyi yer almistir. Misir genomundaki gekirdek zari kompleks bileseni olan
ALADIN1 bdlgesinin normal bitki blylime ve gelismesi, slrgiin mimarisi ve asimetrik hticre bélinmesi igin
gerekli oldugu bulunmustur (Best et al., 2021).

SNP (Single Nucleotide Polymorphism, tek niikleotid polimorfizmi): Turunggillerde (Citrus spp.
n=x=9, Rutaceae) Alternaria kahverengi benek (ABS) hastaligina dayanikhhgin kahtimi ‘Fortune’ (Aa,
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hassas) x ‘Willowleaf’ (aa, dayanikli) melezleme populasyonundan elde edilen triploid melez bireyler ile
galisilmistir. Her bir kiimede 5 dayanikli ve 5 hassas birey yer almistir. iki kiime ve iki ebeveyn 1536 SNP
belirteci igeren lllumina GoldenGate™ array platformunda test edilmistir. Bunlardan 677 SNP belirteci
'Clementine' referans genetik haritasi lizerine yerlestiriimistir. Sonra 93 triploid melez ve iki ebeveyni,
daha onceki ‘Clementine’ referans genomu galismasinda belirlenen SSR ve SNP belirtegleri kullanilarak
genotiplenmistir. ABS dayaniklihdinin resesif allel ile kontrol edildigi triploid melez populasyonda da teyit
edilmistir. Kromozom 3 Uzerindeki sentromere yakin TTC8 ve CiC3248-06 belirtecleri arasindaki 3.3-Mb
genom bolgesinin ABS hastaligina dayaniklilik ile iligkili oldugu bulunmustur (Cuenca et al., 2013).

Marulda Apache, Yorvik, Sensai and Troubadour cesitlerine EMS (ethyl methanesulfonate)
kimyasal mutajeni uygulanmistir. M5 homozigot mutantlardan (HTG) iki irk (Yorvik TGO1 ve TG10) ve
yabani tipten F2-F3 populasyonu elde edilmistir. Her bir kimede 30 mutant ve 30 yabani tip kullaniimig ve
homozigot SNP primerleri ile test edilmistir. Marul genomundaki ABA1/ZEP genlerinde, TGO1’deki
mutasyonun amino asit degisikliginden ve TG10’daki mutasyonun alternatif mRNA ayrilmasindan
(splicing) kaynaklandidi belirlenmistir (Huo et al., 2016).

Seftalide (Prunus persica, n=x=8, Rosaceae) tek/cift gicek olusturma 06zelligi Gzerinde Juhuatao x
Honggengansutao melezlemesinden elde edilen F1 poptlasyonu ile galisiimis ve toplam 1.042.687 SNP
kullanilmigtir. Her bir kimede 15 tek gigcek ve 15 gift gicek agan birey yer almistir. Genom c¢apinda
iliskilendirme galismasiyla (GWAS, Genome-Wide Association Study) kromozom 2 (zerinde cift gicek
olusturma 6zelligi ile iligkili bir gen bolgesi belirlenmistir (Meng et al., 2019).

Soya fasulyesinde mantari Macrophomina phaseolina hastaligina dayaniklihdin mekanizmasi
arastiriimistir. Pl 567562A (dayanikh) x Pl 567437 (hassas) melezlemesinden elde edilen 140 F2.3 melezi
kullaniimigtir. Her bir kiimede 10 dayanikli ve 10 hassas birey yer almis ve QTL-seq analizi yapilmistir.
Kromozom 5, 8 ve 14 lizerinde g pozisyonda SNP belirlenmistir (da Silva et al., 2020).

Misirda yiksek verimli dizileme (high-throughput sequencing) yardimiyla yabani (wt, wild type) ve
mutant bireylerde ileri genetik yaklasimiyla (forward genetics approach) BSA yontemi kullaniimaktadir.
EMS uygulanip mutasyona tabi tutulan mutant (kogansiz) x vyabani referans B73 (normal RIL)
melezlemesinden elde edilen F2 ve F3 popilasyonu kullaniimis ve aday homozigot SNP primerleri ile test
edilmistir (Best & McSteen, 2022).

Biberde olgunlasmamis meyve rengini tozlanmadan 40 giin sonra belilemek amaciyla CSJ009
(acik sar1) x CSJ010 (yesil) melezlemesinden F2 popiilasyonu elde edilmis ve SNP analizi yapilmistir. Her
bir kimede 30 yesil meyveli ve 30 aglk sari meyveli birey yer almistir. CSJ009'daki agik sari
olgunlasmamis meyve renginin tek bir resesif gen (ly) ile kontrol edildigi belirtiimistir. Dort aday genin
(Capana09g000680, Capana09g000671, Capana099000715 ve Capana099000692) kromozom 9
Uzerinde ly lokusu ile baglantili oldugu bulunmustur (Song et al., 2022).

Tath patateste (Jpomoea batatas, n=x=15, Convolvulaceae) Konaishin (/. batatas, hekzaploid, kisa
kalin govdeli) x K123-11 (/. trifida, hekzaploid, ince sarilici gdvdeli) melezlemesinden 194 F1 bireyi elde
edilmistir. Her bir kimede 20 sarilici gévdeli ve 20 sarilici olmayan govdeli birey yer almistir. BSA
sonuglari, F1 popllasyonu icin degistiriimis PyBSASeq programi kullanilarak G-istatistigi ile
degerlendirilmistir. Kromozom 13’teki 13.090.703’lincl nikleotid bazina karsilik gelen QTL tepe noktasini
temsil eden SNP icin bir primer (Marker_13.09) cifti olusturularak kullaniimistir. Sonugta kromozom 13
Uzerinde 12.37-14.12 Mb araligindaki bir QTL’in (gSgh) sarilici ya da sarilici olmayan sirgin blylime
ozelligi ile iligkili oldugu belirlenmistir. Konaishin’in genom organizasyonunun dupleks (AA’aaaa) ve K123-
11’in nullipleks (aaaaaa) yapida oldugu 6ne sirilmustir (Suematsu & Tanaka, 2024).

Bitki 1slahinda o6zelliklerin kahtiminin izlenmesinde kodominant polimorfizmi belirleyen belirteg
sistemlerinden yararlanilabilir. Kodominant polimorfizm (gok allel mevcut oldugunda) sergileyen sistemlerde
popllasyondaki frekansi temsil edebilecek kadar ¢ok birey kullaniimalidir (Quarrie et al., 1999).
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QTL-seq (Quantitative Trait Locus-Sequencing, kantitatif 6zellik lokusu dizilemesi), BSA-seq
(Bulked Segregant Analysis-Sequencing, kiime segregasyon analizi dizilemesi) ve BSR-seq
(Bulked Segregant RNA-Sequencing, kiime segregasyon RNA dizilemesi): Hedefin haricindeki diger
QTL’lerin kafa karistirici etkilerinden izole etmek amaciyla, sadece hedeflenen QTL’in elde edilmesi igin
baslangi¢ popllasyonunda tekrarlanan (recurrent) ebeveynle geri melezlemeyi siirdiirmek gereklidir.
Haritalamadaki belirte¢ yogunlugunu belirleyen en 6nemli faktoér baz dizilimi (sekanslama) kapsama
alanidir. Yapilan similasyonlar, yiksek baz dizilimi kapsamasinin, aday gen igin haritalama mesafesini
kisalttigini ortaya c¢ikarmistir. Ylksek yogunluklu baz dizilimi kapsamasinin minimum derinligi,
populasyon ya da kime blyukligine baghdir. Her rekombinasyon blogu, baz dizilimi okumalari
tarafindan belirlenen birkag SNP igermelidir. Ancak bir rekombinasyon blogundaki bitin baz dizilimi
okumalarina gerek yoktur. Hatta blyuk kime igin goreceli olarak daha digsUk baz dizilimi kapsamasi
kullaniimasi onerilmektedir. SHOREmap, QTL-seq, MutMap, BSR-seq, MMAPPR, QTG-seq, DeepBSA,
X-QTL, OutcrossSeq, GradedPool-seq, vb. BSA igin kullanilan degisik yontemlerdir (Wang et al., 2023).

Hiyarda (Cucumis sativus, n=x=7, Cucurbitaceae) 9930 (geggi) x Muromskij (erkenci) melezlemesinden
elde edilen F+’'lerin kendilenmesiyle ilkbahar 2012, sonbahar 2012 ve ilkbahar 2013 denemelerinde sirasiyla
159, 232 ve 258 F2 popllasyonu olusturulmustur. Sonbahar 2012 denemesinden elde edilen F2 bireylerinden
olusturulan her bir kimede 10 erken gigeklenen ve 10 geg cigeklenen bireyin yer aldigi BSA olusturuimus
ve SNP ile QTL-seq analizi yapilmistir. Genom g¢apinda yapilan genis SNP taramasi sonucunda erken
ciceklenme zamani (FT) lokusuna bagl baslica QTL bélgesi belirlenmistir (Lu et al., 2014).

Domateste, meyve agirligi (12S139 ve 12S143) ve meyve odacidi (locule) sayisi (12S75) ozelligi
icin U¢ populasyon olusturulmustur. 128139 ve 12S75 Solanum lycopersicum var. lycopersicum x S.
lycopersicum var. cerasiforme ile 125143 Solanum lycopersicum var. lycopersicum % S. lycopersicum var.
lycopersicum melezlemesinden meydana gelmistir. Her bir kiimede 10 en hafif ve 10 en agirile 10 en az
odacikli ve 10 en fazla odacikh birey yer almigtir. Elde edilen F2 bireylerinde QTL-seq analizi yapilmigtir.
Meyve agirhgi ile iligkili olan fw771.2 geni kromozom 171’'in uzak ucunda fas ile fw711.3 lokuslarinin
Uzerinde; fw1.1 geni kromozom 71’in perisentrik bodlgesinde ve fw3.3 geni meyve agirhdi geni
SIKLUH/FW3.2'nin ~1.6 Mb asagisinda haritalandiriimistir. Meyve odacigi ile iligkili olan tG¢ QTL (/cn2.4,
Icn5.1 ve Icn6.1) belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére fw11.2 geni, 66 aday gen igeren ~750 kb’lik bir
QTL bélgesi ile iligkilendirilmistir (llla-Berenguer et al., 2015).

Soganda (Allium cepa, n=x=8, Amaryllidaceae) sitoplazmik erkek kisirhiginin geri kazaniimasi
mekanizmasinda etkili olan aday genler (Ms) belirlenmeye cahlsiimistir. Melezleme 506L (sitoplazmik
erkek kisir, MS) x H6 (erkek fertil, MF) arasinda yapilmis ve F2:5 popilasyonu elde edilmistir. Her bir
kiimede 10 MF ve 10 MS birey yer almistir. Kiimeler, daha 6nceki galismalardaki 4273 bireyde kullanilan ve
Ms lokusuna bagli oldugu bilinen jnurf05 (CAPS belirteci) ve OPT (RFLP AOB272 belirtecinden tiretilen
PCR belirteci) ile test edilmistir. RNA-seq analizinde 14 SNP kontig 251 yerel ve 124 ekzotik hat arasinda
Ms lokusu ile mimkemmele yakin baglanti dengesizligi (LD, linkage disequilibrium) sergilemistir. Yapilan
amino asit dizi analizinde MS ve MF arasinda dort gende farkhlik oldugu belirlenmistir (Kim et al., 2015).

Misirda B73 genotipinden EMS kimyasal mutajeni kullanilarak mutant bireyler elde edilmistir. B73
(yabani tip) x ten (mutant tip) ve B7 x vns (mutant tip) melezlemesinden F2 popiilasyonu olusturulmustur.
Ug farkli kiimede 101 ten mutanti, 9 vns mutanti ve 9 yabani tip bireyi yer almis ve SNP primerleri ile test
edilerek BSA-seq analizine tabi tutulmustur (Klein et al., 2018).

Brokolide (Brassica oleracea L. var. italica, n=x=9, Brassicaceae) ¢ok genle kontrol edilen sicakliga
tolerans Uzerine yapilan g¢alismada, orta derecede sicakliga tolerant USVL118 x USVL123 hatlarinin
melezlenmesinden elde edilen 83 F1 hattindan mikrospor kultiri ile katlanmis (gift) haploid bireyleri
olusturulmus ve QTL-seq ile analiz edilmistir. Her bir kimede 5 sicakliga tolerant (HT=7.0) ve 5 sicakliga
hassas (HT=2.6) hat yer almistir. Daha Once belirlenenlere ek olarak iki yeni QTL bulunmustur.
QHT_CO09.2 bolgesinde cigeklenme zamani genleri ile iliskili SNP’lerle bas olgunlastirma zamani ve
sicakliga tolerans arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir (Branham & Farnham, 2019).
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Salgamda (Brassica rapa, n=x=8, Brassicaceae) erken giceklenme 6zelligi icin ‘CHOY SUM EX
CHINA 3’ (erken gigeklenen) x ‘Kohiki’ (ge¢ cigeklenen) melezlemesinden 301 bireylik F2 popllasyonu ve
tiylllik o©zelligi icin ‘Nakajimana’ (tlylid) x ‘Akamaru’ (tlystiz) melezlemesinden 286 bireylik F2
popilasyonu olusturulmus ve QTL-seq ile analiz edilmistir. Her bir kiimede 20 erken giceklenen ve 20 ge¢
ciceklenen ile 20 tlylu ve 20 tlysuz birey yer almistir. QTL-seq analizinin salgamda kantitatif 6zelliklerin
belirlemesinde kullanilabilecegi belirlenmistir (Itoh et al., 2019).

Cayda (Camellia sinensis, n=x=15, Theaceae) Longjing 43 (LJ43, yesil yaprakh) x BJG (sari
yaprakl) melezlemesinden F+1 popllasyonu elde edilmistir. Her bir kiimede 5 yesil yaprakli ve 5 sari
yaprakl birey yer almis ve RNA-seq analizi yapilmistir. Sari ve yesil yaprakli gay F1 melezi kiimelerinde
toplam 359 farkli sekilde ifade edilen gen (DEGs, differentially expressed genes) kesfedilmistir. Sari
yaprakl gay bitkilerinde baskilanan isik toplayan klorofil a/b proteini (LHC, light-harvesting chlorophyll
a/b-binding proteins) genlerinin anormal kloroplast gelismesi ile iligkili oldugu bulunmustur (Wang et al.,
2020).

Elmada yerel genotipler (145) Jonathan x Golden Delicious (J x G) (1,773 melez), Zisai Pearl x
Red Fuji (Z x F) (3,627 melez) ve Zisai Pearl x Golden Delicious (Z x G) (3,492 melez) F1 melezleme
kombinasyonu, tam cigeklenmeden sonraki (DAFB, days after full bloom) 151. ve 179. giinlerde meyve
agirhgi, olgunlasma tarihi ve toplam kuru madde igerigi (Brix) yoniinden incelenmistir. Ug farkli melezleme
kombinasyonundan olusturulan her bir kimede 23-45 birey yer almis ve SNP yontemi ile BSA-seq verileri
Yabanci Déllenen Tirler icin BSA (BSATOS, BSA Tools for Outbreeding Species) bilgisayar yazilimi ile
QTL analizi yapilmigtir. BSATOS ydnteminin yabanci ddllenen bitki tiirlerinin meyve 6zelliklerinin QTL
analizinde kullanigl oldugu bulunmustur (Shen et al., 2019, 2022).

Kabakta (Cucurbita pepo, n=x=20, Cucurbitaceae) tliketici tercihlerinde 6nemli olan meyve kabugu
renginin kalitiminin molekiler mekanizmasi galisiimistir. RP16 (beyaz ve piriizsiz kabuklu) ve RP38
(yesil ve plrizlG kabuklu) hatlar ebeveyn olarak kullaniimis ve 384 F: bireyi elde edilmistir. F2 bireylerinin
293’si beyaz ve 971’i yesil kabuk renkli 3:1 oraninda bulunmustur. Bylece beyaz kabuk renginin dominant
ve yesil kabuk renginin resesif oldugu tespit edilmistir. Kabakta yesil meyve kabugu renginin bir resesif
allel (cpgp) ile kontrol edildigi belirlenmistir. Her bir kiimede 30 beyaz ve 30 yesil kabuk renkli birey yer
almistir. iki kiime, iki ebeveyn ile birlikte 17 InDel primer ifti kullanilarak DNA kiitiiphanesi olusturulmak
amaciyla BSA-seq analizi yapiimistir. Daha sonra 699 F2 bireyi kullanilarak yapilan detayli genom
haritalamasinda, 23.90 kb kromozom boélgesi iginde, Arabidopsis’teki Cp4.1LG059g02070 ve
Cp4.1LG05902060 genleri bulunmustur. APRR2 (Arabidopsis Pseudo-Response Regulator 2-benzeri)
proteini kodlayan kromozom 5 Uizerindeki Cpgp geninin (Cp4.1LG05902070), meyve kabudunun yesil
rengini kontrol ediyor olabilecegi belirlenmistir (Gebretsadik et al., 2024).

Soganda, Alternaria porri (Ellis) Cifferi nekrotrofik fungusu tarafindan olusturulan mor leke (purple
blotch) hastaligina dayanikhihdin kalitim mekanizmasi, AK (Arka Kalyan, dayanikli) x AR (Agrifound
Rose, hassas) arasindaki melezlemeden elde edilen 153 RIL Fs generasyonundaki 79 dayanikli ve 74
hassas (1: 1) birey ile galisilmistir. Her bir kiimede 10 dayanikh ve 10 hassas birey yer almistir. SNP
verileri ile BSR-Seq yontemi kullaniimistir. Sonuglar KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) primerleri ile
teyit edilmistir. Kromozom 6’nin uzun kolunda 7.3 Mb araliginda dayaniklilikla iligkili aday genom bdlgesi
belirlenmistir. Bu bolgede, CC-NBS-LRR hastalik dayanikliigi proteini sinifina dahil olan ACCL_20794
(Chr6: 187,639,724-187,643,297) geni yer almis ve ApR1 olarak isimlendirilmistir (Sahoo et al., 2024).

Klasik BSA’nin 6ne ¢ikan en biyuk dezavantaji, gen seviyesinde QTL haritalama yapmak igin
haritalama poptlasyonunun ve kiime blyUkliginin ¢ok kiiglik kalmasidir. Ayrica gliincel BSA stratejileri
her seferinde sadece bir geni haritalayabilmektedir. Bu durum da fonksiyonel gen klonlamanin etkinligini
o6nemli dlgtide sinirlandirmaktadir. Bu poblemlere ¢dzim bulmak igin HTP (High-Throughput Phenotyping,
yuksek kapasiteli fenotipleme), BBD (Biological Big Data, biyolojik buyilk veri) ve degisik makine
O6grenmesi algoritmalari gibi NG-BSA (Next-Generation BSA, ikinci nesil dizileme BSA) yontemlerinden
yararlaniimaktadir (Wang et al., 2023). NGS-BSA, genom ¢apinda tespit edilen SNP'leri kullanarak orijinal
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BSA protokoliine kiyasla yiksek verimli ve ylksek ¢ozinurlikli analizlere olanak tanir. Son zamanlarda,
NGS tabanli BSA, aday genlerin tanimlanmasini hizlandirmak igin referans genom dizilerine sahip ¢ok
sayida bitki tirinde basariyla uygulanmistir (Schneeberger, 2014). NGS-BSA isgiici tasarrufu saglayan
hizh bir QTL haritalama yontemidir. QTL-seq yonteminde, SNP indeksi (allel fekansi), NGS
okumalarindan hesaplanir. QTL zirveleri, ASNP indeksinden (kiimeler arasindaki SNP indekslerinin
farkliligr) belirlenir (Suematsu & Tanaka, 2024). Diploidlerle karsilastirildiginda poliploidlerdeki SNP
indeksindeki farkliliklarin belirlenmesi daha zordur. Dider bir BSA ydntemi olan G istatistigi yontemi, G
testi veya Fisher testi ile allel frekanslarini kargilastirarak QTL tahmini yapar (Zhang & Panthee, 2020;
Suematsu & Tanaka, 2024). Bu yontem, otopoliploidlerin BSA’si igin tahminen uygundur. Cinki ASNP
indeksi kullaniimaz. BSA sonuglari ile RNA-seq tarafindan yapilan gen ifadesinin birlestiriimesiyle, DEGs
(Differentially Expressed Genes, farklilastirimis gen ifadeleri), QTL bdlgesinde tanimlanmistir. Bu
sonuglar poliploid tirler igin G istatistigi yonteminin uygulanabilirligini gdstemektdir ve bu yoéntem tatli
patatesin siirglin fenotipinin evrimini agiklamak igin yardimci olacaktir (Suematsu & Tanaka, 2024).

SONUG

Bitki 1slahinda BSA ydnteminden yararlaniimasi zamansal, ekonomik ve kolay uygulanabilirlik
anlaminda oldukga yarar saglamaktadir. Populasyon genetigi basta olmak tzere genglik kisirhgi (tohum
ekiminden ilk gigek agincaya kadar gegen sire) safhasi uzun olan ¢ok yillik bitkilerde BSA, Uzerinde
calisilan Ozelligi tasiyan bitkilerin ayirt edilmesinde kisa zamanda sonug vermektedir. BSA yontemi
oncelikle bitkilerde yapilan calismalarla ortaya g¢ikmasina ragmen son yillarda hayvan, maya,
Chlamydomonas spp. vb. diger organizmalarda da kullanim alani bulmustur. Gelecekte molekiler biyoloji
alanindaki gelismelerle birlikte yapilacak genetik ve islah arastirmalarinda BSA yonteminden
yararlanilabilecektir.

Bitkilerin abiyotik ve biyotik stres etmenlerine karsi toleransinin artiriimasi konusunda gen klonlama
etkinligini artirmak ve duzenleyici genler aginin sifresini ¢dzmek icin NG-BSA ydntemlerinden
yararlaniimasi, Islah 4.0 ile birlestirilebilecektir. Genom baz dizilimi ve BSA’nin birlikte ele alinmasiyla
kalitatif ve kantitatif karakterleri kontrol eden pek ¢ok gen tanimlanmis olmasina ragmen, basta QTGs
(quantitative trait genes, kantitatif karakter genleri) olmak Uzere, genlerin klonlanmasinin ylksek
yogunlukta ve dogrulukta yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir. HTP, BBD ve makine 6grenmesi ile
glclendirilen NG-BSA yontemleri ucuz ve zamandan tasarruf eden Islah 4.0 igin gelecekte
kullanilabilecektir.
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