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Ozet

Antepfistigi lilkemizin en Onemli sert kabuklu meyve tiirlerinden biridir. Diinyada antepfistigt
yetistiriciliginin smnirli sayida olmasi bu tiir izerine yapilan genetik ¢alismalarin da sinirli sayida kalmasina
neden olmustur. Bu nedenle, literatiirde antepfistiginin genom yapist hakkinda bilgi yok denecek kadar azdir.
Yapilan bu c¢aliymada antepfistiginin genom yapisinin ortaya c¢ikartlmasi amaglanmistir. Bu amagla,
antepfistigmin 26.7 Gb miktarindaki dizisi {llumina yeni nesil sekanslama cihazindan elde edilmistir. Sonug
olarak, antepfistiginin %37 GC ve yiiksek heterozigoti oranina sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda,
antepfistiginin dioik ¢igek yapisina sahip olmasi ve genglik kisirligr doneminin uzun olmasi nedeniyle 1slah
programlari hem maliyetli olmakta hem de uzun zaman almaktadir. Bu g¢aligmada 1slah programinda erken
seleksiyon yapabilmek igin yeni nesil sekanslama teknolojisi kullanilarak SNP cinsiyet markorlerinin de
gelistirilmesi amaglanmistir,. Bu amagla kesilen bolge iligkili DNA sekanslama (RAD-seq) teknolojisi
kullanilmigtir. Sonug olarak, antepfistiginda 1slah programlarinda erken seleksiyon igin cinsiyet markorleri
gelistirilmis ve antepfistiginin ZW/ZZ cinsiyet belirleme sistemine sahip oldugu belirlenmistir.
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Genome Survey and Identification of Sex-Linked Markers in Pistachio by Next-Generation Sequencing

Abstract

Pitachio is one of the most important nut crops in Turkey. There are very limited number of genetic
studies in pistachio due to a limited number of pistachio producer countries in the world. Therefore, there is no
adequate genetic information about pistachio genome. It was aimed to get genetic information about pistachio
genome in this study. So, 26.7 Gb data was obtained from illumina next generation sequencer. As a result,
pistachio had about 37% GC rate and high heterozygosity. Moreover, cultivar breeding programs in pistachio
take too long time due to dioecious character and long juvenility period. Therefore, we aimed to develop sex-
linked SNP markers using next generation technology for marker-assisted selection. RAD (Restriction-site
associated DNA) sequencing technology was used to find sex-linked markers in pistachio. As a result, we
develop SNP sex-linked markers and determined ZW/ZZ sex determination system in pistachio.

Keywords: Pistachio, next-genetration sequencing, sex, genome
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Ulkemiz antepfistiginin anavatanlarindan
biridir ve ilkemizde uzun yillardir antepfistigi
yetistiriciligi ~ yapilmaktadir.  Antepfistiginda
bugiine kadar yetistiricilikte kullanilan gesitler
daha ¢ok dogal seleksiyonla ortaya ¢ikmustir.
Melezleme yoluyla antepfistigt ¢esit 1slahi
iizerine ABD, Tiirkiye ile Ispanya’da galigmalar
devam etmektedir (Kafkas, 2006).
Antepfistigiin dioik ¢i¢ek yapisina sahip olmasi
ve genglik kisirligt déneminin ¢ok uzun olmasi
nedeniyle 1slah ¢aligmalari oldukga uzun yillar
almaktadir. Ulkemizde ise melezleme yoluyla
cesit 1slah1 calismalart 1995 yilinda Antepfistigi

ilgili karakterler calisildiginda 6nemli zorluklar
ile kars1 karstya kalinmaktadir. Cilinkii tozlayici
bitki meyve liretmedigi icin meyve Ozellikleri
bakimindan tozlayiciy1 segme sanst
bulunmamaktadir. Bu  zorluklarin  ancak
glintimiiz teknolojisini kullanarak {istesinden
gelebilmek miimkiindiir. Bu da molekiiler
markor  tekniklerinden, molekiiler 1slahtan
yararlanmakla miimkiin olabilir. Antepfistiginda
degisik meyve Ozellikleri ile ilgili (meyve iriligi,
¢itlama, i¢c randimami  gibi) markorlerin
belirlenmesi durumunda antepfistiginda 1slah
stiresini kisaltmak ve 1slah programinda daha
fazla bitki ile ¢alisabilmek miimkiin olacaktir.

Arastirma Istasyonu’nda, 2002 yilinda Cukurova
Universitesinde baslatilmis ve halen devam
etmektedir (Kafkas ve ark., 2005; Uzun ve ark.,
2011). Dioik bitki tiirlerinde 6zellikle meyve ile

Boylece verim ve meyve oOzellikleri mevcut
cesitlerden daha iyi olan cesitleri 1slah etme
sansi artmig olacaktir.
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Gilinimiizde yeni nesil sekanslama
teknolojisinin gelismesiyle ve sekanslamanin
hergiin biraz daha ucuzlamasi nedeniyle birgok
tirde tiim genomun sekanslamasi ile ilgili
projelerin sayist giderek artmaktadir. Ancak
literatlir incelendiginde antepfistiginin genom
yapist hakkinda fazla bilgi olmadig1 gibi fazla
sayida sekans bilgisi de bulunmamaktadir.
Ozellikle bir tiiriin tim genom sekansmi elde
etmek i¢in yapilacak bir ¢aligmada olusturulacak
kiitiiphane tipleri ile biiyiikliikleri ve bunlarin
sekanslama yogunluklarina karar vermek igin
yani izlenecek sekanslama stratejisini belirlemek
icin  Oncelikle genom  yapisiyla  ilgili
heterozigotluk orani, tekrar dizilerinin durumu
ve GC igerigi gibi bazi bilgilere gereksinim
vardir. Literatiirde maalesef antepfistiginin
genom yapistyla ilgili neredeyse hicbir bilgi
yoktur. Tiim genom sekanslama projelerinde
sekanslarm  iyi ve dogru bir sekilde
birlestirilebilmesi ~ (assembly) i¢in  uygun
kitiiphanelerin olusturulmasi ve bunlarin yeterli
yogunlukta sekanslamanin yapilmasi gerekir.
Iste bu sekanslama stratejisine ve buna gore
ortaya c¢ikacak maliyete karar verebilmek i¢in de
o tiirlin genomunun yapistyla ilgili 6n bilgilere
gereksim vardir. Bu nedenle, ¢alismanin birinci
amact yeni nesil sekanslama teknolojisini
kullanarak antepfistigt genomunun yapisi ile
ilgili 6n bilgileri ortaya ¢ikarmaktir. Boylece
buradan elde edilen verilerin Onciiliigiinde
antepfistiginin  tiim genom sekansinin elde
edilmesine yonelik aragtirmalara
bagslanabilecektir. Antepfistiginin  tim genom
sekansmin ileride elde edilmesi ile birlikte iyi
derecede  doymus  genetik  haritalar  ile
entegrasyonu gergeklestirilerek fiziksel haritalar
da olusturulabilecektir.

Literatiirde bugiine kadar P. vera’da
Hormaza ve ark. (1994) tarafindan RAPD
teknigi kullanilarak gelistirilen bir adet disiye
0zgli RAPD cinsiyet markorii vardir. Bu RAPD
markoriinden daha sonra spesifik SCAR
primerler Yakubov ve ark. (2005) tarafindan
dizayn edilmis ve en son olarak Esfandiyari ve
ark. (2012) bu markérin yabani Pistacia
tirlerinde de c¢alistigin1  bildirmistir.  Ancak
laboratuvarimizda bu SCAR primeri ile ilgili
yapilan analizlerde gelistirilen bu disiye 6zgii
cinsiyet markoriin erkek bireylerde de goriildigii
ve bunun oOtesinde yabani tiirlerde ise hicbir
sekilde ayrim yapmadigi ve markoriin hem disi
hem de erkek bireylerde  bulundugu
belirlenmistir. Bu durum ayrica cinsiyeti belli F1

populasyonunda da test edilmis ve bu markoriin
istenilen sekilde c¢alismadigi ve yiiksek hata
oranina sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
antepfistiginda %100 dogrulukla galisan cinsiyet
markorii  veya markoérlerinin - gelistirilmesi
oldukga onemlidir. Iste bu galismanin ikinci
amaci da antepfistiginda hatasiz ¢alisan cinsiyet
markorleri gelistirmektir.

Materyal ve Yontem
Bitki Materyali ve DNA izolasyonu

Bu caligma kapsaminda, Siirt x Bagyolu
F1 populasyonuna ait F1 bitkileri ile ebevynler
materyal olarak kullanilmistir. Ayrica cinsiyet
ile iliskili primerleri test etmek i¢in P. atlantica,
P. eurycarpa, P. terebinthus, ve P. integerrima
tirlerinden 10 disi ve 10 erkek bitki de
kullanilmistir. Ebeveyn ve F1 bitkiler ise yabani
Pistacia tirlerinden DNA izolasyonu Doyle ve
Doyle (1987)’nin gelistirdigi Kafkas ve ark.
(2006) tarafindan modifiye edilen CTAB
yontemi kullanilarak yapilnustir. 1zolasyonu
sonrasi ise stok DNA’lar SNP analizleri igin 5
ng/pul konsantrasyonuna ayarlanmistir.

Yeni Nesil Sekanslama

Antepfistiginda  cinsiyet  markorleri
gelistirmek i¢in 8 disi ve 8 erkek F1 bitkisi ile
ebeveynler RAD (Restriction site asscociated
DNA) sekanslamast i¢in kullanilmigtir. Bunlarin
otesinde, antepfistigt genomunun &zelliklerini
belirlemek igin ise Siirt ¢esidi DNA’st da
sekanslanmigtir.  Siirt g¢esidinin sekanslanmasi
sonucu elde edilen dizilerde genomun
heterozigotluk orani, %GC igerigi ve tahmini
genom  biyiikligli  belirlenmistir. Tim
sekanslamalar {llumina Hi-seq 2000 cihazinda
yapilmistir.

SNP Analizleri

RAD sekanslama sonucunda bulunan
cinsiyet ile iliskili aday SNP lokuslarinin analizi
oncelikle SNaPshot mini sekanslama yontemi ile
cinsiyeti belli 42 adet F1 bitkisi ile
dogrulanmistir. F1 Dbitkilerde dogru ayrim
yaptiklar1 belirlenenler Kafkas ve ark. (2006)
tarafindan daha once karakterizasyonu yapilan
17 erkek ve 47 disi antepfistigi cesidinde test
edilmistir. Yapilan bu analizler sonucu cinsiyeti
dogru  olarak aywan markdrlerin  1slah
programlarinda kullanilabilirligi daha diisiik
maliyetli olmasi ve hizli sonug vermesi
nedeniyle Real-Time PCR cihazinda HRM
yontemi ile test edilmistir.
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Bulgular ve Tartisma
Antepfistifs Genomunun Yapisi

Antepfistiginin tiim genomunun sekansina
baslamadan 6nce genom yapisini ortaya koymak
icin Siirt ¢esidi DNA’s1 kullanilarak 250 bp ve
500’lik 2 adet kiitiiphane olusturulmus ve ¢ift
yonlii (Pair end; PE) olarak Illumina Hi-seq
2000 cihazinda 150 bp uzunlugunda (PE150)
sekanslamasi yapilmistir. Bu sekanslamalardan
toplam 26.77 Gb dizi elde edilmistir. Dizilerin
birlestirme isleminden sonra K-mer analizleri
yapilarak antepfistiginin genom bilyiikligi ve
heterozigotluk seviyesi belirlenmistir. K-mer
frekans1 ile K-mer derinligi arasindaki iligkiyi
gosteren grafik Sekil 1°de gosterilmistir. K
degeri 17 olarak alinmig ve toplam
16.684.162.450 adet K-mer elde edilmistir. Bu
degerin K-mer derinligine (28) boliinmesiyle
antepfistifinin tahmini olarak 600 Mb civarinda
bir genom  biyiikligine sahip oldugu
belirlenmistir. Antepfistigi genomunun 600Mb
oldugu disiintldiigiinde, K-mer analizlerinin
44x yogunlugunda bir dizi ile yapildig1 ortaya
cikmaktadir. Ayni zamanda bu analiz ile
antepfistiginin ~ tekrarli  baz  igerigi  de
belirlenebilmektedir. Eger genomun yiiksek
oranda tekrar dizisi icermesi durumunda egrinin
tepesi daha genis olacaktir. Ancak elde edilen
Sekil 1’deki egrinin tepesinin ¢ok genis
olmamas:t nedeniyle antepfistiginda tekrarli
dizilerin yiiksek oranda olmadigi ortaya
cikmigtir.

K-mer analizleri ile aym1 zamanda
heterozigotluk oran1 da belirlenebilmektedir.
Eger egrinin yarn noktasinda kiigiik bir egri
belirmis olmasi o tiiriin yiiksek heterozigot
seviyesine sahip oldugunu gostermektedir. Sekil
1 incelendiginde de, kiigiik bir egrinin de varlig
agikca goriinmektedir. Bu nedenle,
antepfistiginin yiiksek oranda heterozigot oldugu
sOylenebilir.

Bunlarin &tesinde, antepfistigi genomunda
GC yogunlugu da belirlenmistir. Ortalama
sekanslama yogunlugu ile GC igerigi grafigi
Sekil 2°de gosterilmistir. Sekil incelendiginde,
GC dagilmmm yaklasgtk 40x sekanslama
yogunlugunda oldugu goriilecek olup bu sonug
da yukarida elde edilen sonuglar ile uyum
gostermektedir. Ayrica, grafikte yaklagik 20-25x
sekanslama yogunlugunda gorillen GC dagilimi
yiiksek heterozigotluk oranindan
kaynaklanmaktadir. GC dagilimindan elde
edilen sonu¢ K-mer analizlerinden elde edilen

sonuglar ile uyum gostererek antepfistiginin
yiiksek heterozigot oranmna sahip oldugunu
desteklemistir.

Cinsiyet fle iliskili Markérlerin Belirlenmesi

RAD sekanslamast sonucu cinsiyet ile
iliskili aday 38 adet SNP lokusu belirlenmistir.
Bunlardan 13 tanesi primer dizayni igin gerekli
diziye sahip olmustur. Bu 13 markoriin oncelikle
dogru ¢alisip ¢alismadiklar1 SNaPshot analizleri
ile 42 F1 bitkisi ve 64 antefistifl ¢esidinde
analiz  edilerek  belirlenmistir. ~ SNaPshot
analizleri sonucunda 8 markdriin cinsiyeti %100
olarak ayirdigr belirlenmistir. Bu 8 SNP
markori, pratik anlamda 1slah programlarinda
kullanmak {iizere Real-Time PCR cihazinda
HRM analizleri ile de test edilmistir. Yapilan
HRM analizleri sonucunda 4 adet SNP
markoriin cinsiyeti %100 ayirdig1 belirlenmistir.
Cinsiyet markorleri ayni zamanda yabani
Pistacia tirlerinde de test edilmis ancak
sozkonusu SNP markdrlerin yabani tiirlerde
cinsiyeti ayirmadigi belirlenmistir.

Antepfistiginda ZW/ZZ Cinsiyet Belirleme
Sistemi

Calisma kapsaminda bulunan cinsiyet ile
iliskili tiim markorler disi bitkilerde heterozigot,
erkek  bireylerde ise homozigot olarak
gorilmistiir. Bu durum antepfistiginin ZW/ZZ
cinsiyet sistemine sahip oldugu hipotezini ortaya
¢tkarmigtir. Cinsiyet belirleme ile ilgili daha
ayrmtili  bilgilere Kafkas ve ark. (2015)
tarafindan yapilan ¢aliymada ulagilabilir.

Sonug ve Oneriler

Bu c¢aliyjmada oncelikle antepfistigt
genomunun yapisi ortaya konulmustur. Buna
gore antepfistigi genomunun 600Mb civarinda
bir uzunluga sahip oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte, antepfistigi genomunda tekrar
dizilerinin  ¢ok fazla olmadifi, ancak
antepfistifinin  yiiksek heterozigoti seviyesine
sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
antepfistigl tiim genom dizisinin elde edilmesi
istenmesi durumunda bu konulara dikkat
edilerek bir sekanslama planinin yapilmasi
gerekmektedir.

Ayrica caligma kapsaminda cinsiyet ile
iliskili SNaPshot analizleri sonucunda 8 adet
SNP markoérii belirlenmistir. Bunlardan ise 4
tanesinin Real-Time PCR cihazinda HRM
analizleri ile 1slah programlarinda hizli bir
sekilde ve diisiik bir maliyetle uygulanabilecegi
belirlenmistir.
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Bunlarin 6tesinde, antepfistiginin ZW/ZZ
cinsiyet belirleme sistemine sahip oldugu
bulunmustur.
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