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Biyoteknolojinin Giincel Uygulamalarimin Su Uriinleri Genetik Alaninda
Kullanilmasi: Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri

Miinevver ORAL"

Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Rize, 53100, Tiirkiye

6z MAKALE BiLGiSi

Geride biraktigimiz elli yillik siiregte DNA dizi bilgisinin belirlenmesine yonelik DERLEME
muazzam ¢aba  gOsterilmistir.  Gelistirilen teknikler sayesinde kisa
oligonukleotidlerden milyonlarca niikleotidlik tiim genom dizilemelerini tek Gelis :28.02.2018
reaksiyonda okuyabilen platformlara gegilmistir. Bu ilerlemeler, Yeni Nesil Diizeltme  :01.08.2018
Dizileme (YND) teknolojilerinin piyasaya siiriilmesi ile gerceklesmistir.
Kullanilan yontemler, temelde bir genomun indirgenmis temsilini olusturan Kabul +15.08.2018
! > g 2 § §
rastgele kiitiiphaneler (RADseq, ddRADseq, 2bRADseq, CROPS ve RRL) ile Yayim :27.12.2018
belli bir bolgeyi hedef alan kiitiiphaneler (RNAseq) olmak {izere ikiye ayrilirlar.
Omneklerin hazirlanma siireci kisaca, DNA dizisi ¢ikarilmasi hedeflenen tiiriin
genomunun restriksiyon ya da sonikasyon yontemi ile parcalara ayrilarak bir
DNA kiitliphanesinin olusturulmasi ve ardindan yiiksek iiretim hacmine sahip
dizileme ekipmanlari ile yeni sentezlenen DNA pargalarinin yiiksek kapasitede
(paralel olarak) dizilenmesi, takiben de tiim bu dizilerin bir araya getirilmesi
(assembly making) seklinde 6zetlenebilir. Bu derlemede, literatiirde en fazla
kullanilan ve restriksiyon temelli yontemlerden olan RADseq ve ddRADseq
yontemleri odakli orneklerin hazirlanmasi ve biyoinformatik analizleri ele
alinmistir.  Ulkemizde potansiyeli heniiz  kesfedilmemis olan YND
teknolojilerinin su tiriinleri genetik literatiiriindeki kullanim alanlar1: (i) referans
genom haritalar1 olusturma (fiziksel), (ii) genetik baglanti haritalamalar1 (QTL
haritalama), (iii) popiilasyon genetigi ve filogeni, (iv) TNP chip dizayninda, (v)
verifikasyon ve validasyon ¢aligmalarinda, (vi) 1slah amagh genotipleme ile (vii)
siirdiiriilebilir su tirlinleri yetistiriciligi ve g¢evresel etkinin en aza indirilmesi
noktasinda bilgilendirici genetik izlenebilirlik alt bagliklarinda derlenmistir.
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Using current applications of biotechnology in aquaculture genetics: Next Generation Sequencing Technologies

Abstract: There have been enormous attempts for determining DNA sequences within the last fifty years. Advances in technology
have enabled the shift from the sequencing of short oligonucleotides to whole genome sequencing of millions of bases within a
single reaction. Such advances have been attained with the launch of Next Generation Sequencing platforms. Techniques used
involve two fundamental sections as generating a reduced representation of the genome of interest through random fragmentation
based libraries (RADseq, ddRADseq, 2bRADseq, CROPS ve RRL) and target specific libraries (RNA seq). Briefly, library
preparation involves fragmentation of the genomic DNA to be sequenced by using restriction digestion or sonication and then
sequence massively in parallel via high-throughput sequencers and make assembly of short fragments. In the present review,
RADseq and ddRADseq, the most commonly used techniques of NGS in the literature, have been focused on an explanation of
library preparation and bioinformatics analyses. The potential that NGS technologies hold has not been fully understood in our
country yet, the applications in aquaculture genetics are: (i) reference genome projects (physical), (ii) genetic linkage mapping (i.e.
QTL mapping), (iii) population genetics and phylogeny, (iv) SNP chip design, (v) verification and validation studies, (vi) genotyping
for selective breeding as well as (vii) genetic traceability studies for sustainable aquaculture and minimize environmental impacts.
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Giris kalip DNA  fragmanlari, bu fragmanlara

On dokuzuncu yiizyilin son ¢eyreginde Gregor  komplementer oligoniikleoit diziler ile bu dizilerin
Mendel’in  kalitimin  temel ilkelerini ortaya uzamasini saglayacak DNA polimeraz enzimi ve

koymasim takiben 20.yy ortalarinda DNA’nin kesfi
ile baslayan siireclerden bu yana bilim adamlarinin
baslica meraki, gezegende bulunan tiim biyolojik
yasamin kodu olarak adlandirilan DNA molekiiliiniin
sirrint ortaya ¢ikarmak olmustur. Sayet bu kodun
sifreleri ¢oziilebilirse yagamin ilkelerine dair 6nemli
bilgilerin elde edilecegi siiphesizdir. 1990 yilinda
baslatilan Insan Genom Projesi (IGP, Human
Genome Project-HGP) tam da bu amagla tasarlanmig
ve hedeflenen proje teslim tarihinden 4 yil 6nce
2003’te ilk taslagi erisime agilmistir (IHGSC 2001,
Venter vd. 2001). Bu siirpriz basarinin mimari,
siiphesiz IGP ile ivme kazanan DNA dizileme
sektoriine Yeni Nesil Dizileme (YND, Next
Generation Sequencing-NGS) teknolojilerinin giris
yapmasi ve kisa zamanda yiiksek ¢ikt1 hacmine sahip

(high-throuhgput ~ sequencing)  veri setleri
olusturabilmesi ile saglanmistir.
DNA dizileme teknolojilerinin  gelisimine

bakildiginda 1977 yili milat olarak alinir. Farkh
yontemleri temel alan ilk nesil dizileme
teknolojilerinden olan (i) Maxam-Gilbert ve (ii)
Sanger ve Coulson yontemi ayni donemlerde
literatiirdeki yerini almigtir. Maxam-Gilbert, 1977
yontemi kimyasal temelli radyoaktif isaretlemeyi
esas alir. Bu yontemde dizilenecek DNA fragmani
denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir ve
fragmanlar 5’ uglarindan %P radyoaktif bileseni ile
isaretlenerek restriksiyon enzimleri ile muamele
edilir. Reaksiyon karigtminda bulunan 6zellikli
kimyasallar (dimetil siilfat ve hidrazin) DNA’y1
istenilen bolgelerden keser. Ornegin piirin grubu
bazlar igin DNA fragmaninda A ve G bulunan her
noktada kesim yapilir. Ayni islem bu kez pirimidin
grubu bazlar1 olan C ve T ig¢in de tekrarlandiktan
sonra bu reaksiyonlar yiiksek konsantrasyonlu
poliakrilamit jelde yiiriitiillmek suretiyle fragman
biiyiikliikleri  belirlenerek  radyoaktif isaretleri
goriintiilenir.  DNA dizisinin okunmasia jelin
sonundan baglanir (elektroforez esnasinda en kiigiik
DNA fragmani en hizli ilerler prensibi dolayisiyla) ve
iiste dogru daha biiyiilk DNA pargalarinin dizilimleri
yapilir. Ancak bu yontem insan sagligina zararli
yiiksek oranda radyoaktif ve norotoksik (hidrazin)
kimyasallar igermesi ve de nispeten disik ¢ikti
hacmi ile (200-300 baz/reaksiyon) zaman igerisinde
yerini Sanger ve Coulson dizilemeye birakmustir.
Zincir sonlandirma ya da enzimatik yontem olarak da
adlandirilan (ii) Sanger ve Coulson yoOnteminde
dizileme yapilacak DNA fragmani 6nce restriksiyon
endonukleazlar ile muamele edilerek kiiciik pargalara
ayrilir ve her bir bazi temsil edecek sekilde dort tiip
igerisinde denatiirasyonu takiben olusan tek zincirli

dideoksinukleotid karigimlart kullanilir (Sanger ve
Coulson 1975) — bu islem giiniimiizde polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) olarak bildigimiz deney tiipii
icersinde hedef DNA’nin ¢ogaltilmasini saglayan
reaksiyonun oOnciill formu ve fikir babasidir. Bu
yontemin esasi, kullanilan dideoksinukleotidlerin
standart  deoksiniikleotidlere ~ kiyasla =~ DNA
molekiiliiniin uzamasini saglayan fosfodiester bagi
yapamamasindan ileri gelir. Boylelikle merdiven
basamagin1 andirir sekilde yeni sentezlenen DNA
molekiilleri kalip DNA’dan ayrilarak elektroforeze
tabi tutulur ve aym Maxam-Gilbert (1977)
yonteminde oldugu gibi biiyiikliiklerine gore ayrilir.
Sanger ve Coulson yonteminde standart ¢ikt: hacmi
(200-500 baz/reaksiyon ile baglar ve sistem
gelistirildikce 1500 baz/reaksiyona kadar ulasir)
kimyasal yonteme kiyasla daha yiiksektir ve zaman
icerisinde yapilan diizenlemeler ile Onceleri
kullanilan radyoaktif isaretleyici zincir sonlandirici
dideoksinukleotidler yerine daha giivenli floresan
isaretcilerin  kullanilmasiyla Sanger ve Coulson
yontemi hizla yayginlagsmistir. Gegmisten gliniimiize
kullanilan DNA dizileme teknolojileri
platformlarinin tarihsel ve metodolojik gelisimi
iizerine kapsamli derlemeler yapilmigs ve her
platformun avantaj ve dezavantajlar karsilastirilmali
olarak rapor edilmistir (Mertzker 2010; Mardis 2011,
2017; Guzvic 2013; Morey vd. 2013; Barba vd. 2014;
Heather ve Chain 2016).

Geride biraktigimiz kirk sene igerisinde DNA
dizileme teknolojileri ¢ok farkli asamalardan gecerek
gelistirilmistir ve daimi olarak kapasitesi arttirilarak
ilerletilmistir. Tiim bu siiregleri kontrol eden ana
motivasyon ise ¢ok daha kisa zaman icerisinde
yasamsal fonksiyonlar {izerinde karar alma
noktasinda 6nemli olan DNA dizi bilgisinin daha
fazlasinin ¢ok daha ucuza, hizlica saglanabilir olmasi
diisiincesi  hakimdir. Bu emeklerin  sonucu,
gelistirilen hemen her platformda iiriin (dizi bilgisi)
artarken, fiyatlar her gegen giin hizla azalmistir (Sekil
1). Oyle ki Moore yasasi* dngériisiiniin bile dtesine
gecmistir (Muir vd. 2016). 2007-2008 yillarinda
YND teknolojilerinin  piyasaya  siiriilmesiyle
(Ilumina HiSeq X10, kisa fragman dizileme) az
zamanda biiyiik 6l¢ekli veri setleri iiretilmis ve bunun
karsi konulmaz bir sonucu olarak gen bankasina
gonderilen dizi bilgilerinde (6zellikle tim genom
dizileme bilgilerinde) gozle goriiliir bir artisa sebep
olmustur (URL 1). Ortaya ¢ikan potansiyelin farkina
erken varan biyoinformatik sirketleri, dizileme
platformu tedarikg¢i firmalar ile is birligi saglayarak
hizla gelisen bu alandaki eksigi gidermek ve sektorde
marka olmak amaciyla yatinmlar yapmislardir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics/
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Bunlardan en dikkat g¢ekeni Avrupa’da yer alan
Edinburgh Genomics (URL 2)’tir. Sahip olduklari
dizileme altyapisiyla NERC, BBSRC, MRC,
Welcome Trust gibi kuruluslarinda direk ARGE
destegi almakla birlikte; basta tip (NHS — Ulusal
Saglik Sistemi; 100K genom projesi) olmak iizere
ziraat, su Urlinleri ve biyoloji alanlarinda ulusal ve
uluslararas1 organizasyonlar ile proje partnerlikleri
yliriitmektedir.

*:Moore yasast — bir kanun olmaktan ziyade —
1965 yilinda diinyanin en biiyiik
teknoloji  sirketlerinden olan Intel’in  kurucusu
Gordon Moore’'un girket ve piyasa gozlemleri
dogrultusunda ortaya attigi deneysel bir bakig
agisidir. Mesaji ise gelisen piyasa ekonomisi ve
teknolojisinde isletme giictiniin her gecen yil aym
maliyetler dogrultusunda en az ikive katlanmasi
gerektigi yaklasimidir.
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*Bu siirecte iki onemli kilometre tast: (i) insan Genom projesinin ilk taslagmnm erisime agilmasi ve (ii) Yeni Nesil Dizileme
teknolojilerinin piyasaya siiriilmesi ile ivme kazanan ve hizla azalan maliyetin sematik gdsterimi. Moore yasasi beklenen azalma

oranini temsil eder.

Sekil 1. DNA dizileme maliyetlerinin zamana bagli degisim grafigi

Yeni Nesil Dizileme teknolojilerini diger
platformlardan ayiran en temel nokta ayni anda, ¢ok
biiyiik oOlcekte ve paralel dizi bilgisinin eldesine
imkan saglamak {izere tasarlanmis olmalaridir. Bu
platformlarin yiiksek-¢ikti hacmi birka¢ baglik
altinda toplanabilir: (1) Tek bir kiitiiphanede daha
fazla birey genotiplenir (popiilasyon ya da aile
bazinda), (2) birey basina daha fazla belirteg
tanimlanir ve (3) her bir belirte¢ daha diisiik hata
orani ve daha yiiksek dogruluk oranlari ile tespit
edilirken paralel okuma derinligi (depth of coverage)
de artar. Bu derinlik, genoma ait spesifik bir bdlgenin
kiitiiphane igerisinde kag¢ kez temsil edildiginin bir
gostergesidir. Proje amacina bagli olarak cesitlilik
gostermekle  birlikte standart  bir  YND
kiitiiphanesinde en az 30 ve {istii birbirinden bagimsiz
fragman ile ayn1 bdlgenin temsili, yiiksek dogrulukta
bir dizileme icin gereklidir ve dizileme sonucu kalite
kriterlerinden  biri  olarak  kullanilir.  YND
teknolojilerinde tanimlanan belirtegler, hemen her
genomda en yogun bulunan O6zelikteki Tek
Niikleotid Polimorfizmleridir (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP). Bu belirtecler, (i) yiiksek ¢ikti
hacimli veri setlerinin biyoinformatik analizinde

kullanilan bir dizi yazilimmin otomasyonuna
maksimum uygunluk gostermeleri ve (i) YND
teknolojilerinin de yaygin kullanimina bagl olarak
biiylik Olgekli genom analizleri (genome-wide
analysis) ve haritalama (mapping) caligmalarinda
gelecegin belirteci olarak gosterilmektedir (Liu

2011).
YND teknolojileri platformlart ¢ok ¢esitli
olmakla birlikte; yontem farkliliklari,

kiitiiphane olusturma basamaklari ve ¢ikti hacimleri
yoniinden temelde iki ana baglikta toplanabilirler: (i)

genomlarin indirgenmis temsilini olusturan ve
DNA dizilemeyi iceren restriksiyon temelli
kiitiphaneler =~ [RADseq (Baird vd. 2008;

Etter vd. 2011), ddRADseq (Peterson vd. 2012), 2b-
RADseq (Wang vd. 2012), CROPS (Van Orsouw vd.
2007), RRL (Van Tassel vd. 2008)] ve (ii) genomun
belli bir bolgesini hedef alan (genelde
transkripsiyon ve RNAseq temelli) yontemlerdir.
Bu derlemede literatirde en ¢ok kullanilan
yontem olan RADseq (tek restiksiyon enzimi igerir)
ve yine ayni yontemden tiiretilmis olan ddRADseq
(¢ift  restiksiyon  enzimi  igerir)  teknigine
odaklanilmistir.


https://genomics.ed.ac.uk/
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RADseq yontemini ddRADseq’den ayiran temel
farklilik restiksiyon enzimi sayist ve mekanik
fragmentasyon (sonikasyon) kullanimidir. Bu, ayni
zamanda maliyeti de arttiran bir basamaktir. RADseq
yonteminde tek restriksiyon enzimi ile muamele
edilen Orneklerin P1 ucundan adaptorlerin
baglanmasinin ardindan sonikasyona tabi tutularak
istenilen boyuttaki DNA fragmanlarinin se¢ilmesiyle
P2 adaptorleri de baglanarak dizilemeye hazir
kiitiiphaneler olusturulur. Dizileme sonucu yiiksek
¢Oziliniirlik ve derinlikte restriksiyon enzimi tanima
bolgesine komsu ve de calisilan genom boyunca
dagilim gdsteren fragmanlar elde edilir (Davey vd.
2011). Restriksiyon enzimi kesim bolgesine komsu
ve dizilemesi yapilan her bir fragman RAD gen
bolgesi anlamina gelen, RAD lokus ya da (RAD-tag)
olarak adlandirilir (Sekil 2). Bu tanimlanan RAD
lokuslarinin derinligi gerek TNP’lerinin belirlenmesi
gerekse de genotiplemenin yiiksek dogrulukla
yapilmasina olanak saglar (Robledo vd. 2017).

ddRADseq yonteminde ise (sozliige bakiniz),
metoda ayni zamanda adin1 da veren gift restiksiyon
enzimi kullanilir (Sekil 2). Bu enzimlerden biri
genom lizerinde sik kesim yapabilen (6rnegin: Sphl;
GCATG"C) daha kisa tanima bolgesi igerirken ikinci
enzim ise daha nadir kesim yapabilen (Sbfl;
CCTGCA"GG) ve nispeten uzun tanima bolgeleri
icerir (Sekil 3). Gerek RADseq gerekse de
ddRADseq protokolllerinde kullanilan restiksiksiyon
enzimleri ve dolayisiyla elde edilmesi planlanan TNP

belirtecleri kullanilan enzimin daha sik ya da nadir
kesmesi secilimi ile ayarlanabilir.
Proje biitcesi, planlanan hedefler ve (sayet varsa)
calisilan tiiriin genomuna ait veriler 1g181inda ¢alisma
amagclar1 i¢in en uygun enzim(ler)i bulabilmek i¢in
online programlar mevcuttur (Lepais ve Weir 2014).
Burada kullanilan restriksiyon enzimlerini segerken
dikkat edilecek hususlar: (i) ¢aligilacak genomda
kullanilacak dizileme teknolojisinin gereksinimlerine
uygun fragmentasyon yapabilmesi ve
(ii) birbirlerinin kesim noktalarin1 igermemesi,
(iii) adaptorlere baglantiy1 saglayacak 3’ yapiskan
uclar vermesi ve (iv) her iki enzimin de ayn1 tampon
cozelti igerisinde %100 aktivite gdsterebilmeleri

gereklidir  (ddRADseq protokolinde tek  bir
reaksiyonda iki enzimli restiksiyon  kesimi
gerceklestirilecegi i¢in bu basamak oldukca

onemlidir). Ornegin, bilgisayar ortaminda (in silico)
gerceklestirilen bir arastirmaya gore
Gen Bankasi’nda bulunan balik genomlar iizerinde
yapilan incelemeyle, yukarida 6rnegi verilen enzim
kombinasyonu  (Sbfl&Sphl) Illumina dizileme
stratejisine optimum uyumlu nitelik ve nicelikte 300-
600 niikleotidlik dilimde 2,500-4,000 arasi fragman
verdigi bildirilmistir (Taggart ve Bekaert, kisisel
iletisim). Yeni nesil dizileme teknolojilerinin su
iiriinleri ve balik¢ilik alaninda uygulamalar iizerine
derlemeler literatiirdeki yerlerini hizla almaktadir (Li
ve Wang 2017; Kumar ve Kocour 2017;
Robledo vd. 2017).

A X Madir kesen RE bolgesi === Kituphanede temsil edilen gDNA parcalan
sik kesen RE balgesi == Okuma dizileri
RADseq
Birey-1 — — =
—— — — — =
o LV 4 LV 4 LY 2
genomik DNA = = & = & x
Birey-2 - = = ——
B a Birbirine cok yakin kesilmis gDNA parcalan
b Birbirinden ok uzak kesilmis gDNA parcalan
ddRADseq —
Birey-1 -— @ = E
- — - =
genomik DNA == =#=¥ q =*=|
Birey-2 = = =
=
=

*(A) RADseq yontemi tek bir restiksiyon enzimi ile kesimi rastgele fragmentasyon ile birlestirerek daha genis 6lgekte ve de bireyler
arasi daha daginik 6rneklemeler yaparken (kirmizi ile isaretlenen DNA bolgeleri) (B) ddRADseq yonteminde kullanilan iki enzim her
zaman ayni bolgelerden kesim yapacagindan bireyler aras1 6rneklenen gen bolgelerinin daha fazla birey arasinda paylagilmasina olanak
saglar ve boylelikle verimliligi arttirir. Sekil Peterson vd. 2012’den uyarlanmugtir.

Sekil 2. RADseq ve ddRADseq kiitiiphaneleri sematik gosterimi.

1. Restriksiyon temelli kiitiiphane olusturma
(ddRADseq odaklr)

YND laboratuvarinda 6rneklerin hazirlanmasi
siireci kiitiiphane olusturma olarak adlandirilir ve
kullanilan model organizmanin adi ve metodu

ozetleyecek sekilde isimlendirilirler. (Ornegin:
Ssalar_RADtags,NileTipalia_sexQTL_ddRADtags).
Kiitiiphane bagsina dizilenecek bireyleri arttirmak
multipleksleme adi verilen ve dizilenecek DNA
fragmanlarin 6niine (P1) ve sonuna eklenen (P2)
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adaptor kombinasyonlarinin ¢esitlendirilmesi ile
miimkiindiir. Bu adaptoérlerin her biri restiksiyon
enzimleri ile uyumlu yapiskan uglar icerir: Ornegin
P1 adaptorii Sbfl enzimi ile P2 adaptorii Sphl ile
uyumlu uglarinin hemen ardindan, barkod adi verilen
5 ya da 7 niikleotidlik birbirinden farkli dizileri igerir.
Barkodlar her bir fragmana eklenen molekdiler kimlik
bilgileri olarak tamimlanabilirler.  Kiitiiphane
icerisindeki her bir bireye ait dizileme bilgisinin

tanimlanabilmesine olanak
saglayan bu barkodlari, kullanilacak dizileme
platformuyla hibritlesmesini  saglayacak 20-40
niikleotidlik primer dizisi takip eder. Boylelikle
dizileme cihazinda okunacak ilk niikleotid barkod
olacaktir ve onu sirasiyla restriksiyon enzimi
yapigkan ucu (dizilenecek gDNA pargasidir),
calisgilan tiire ait genomik DNA takip edecektir (Sekil
3).

hatasiz bir sekilde

A restriksiyon enzimi
tanima balgesi

Sbfl

barkod

B

Adapaor bagh baslangig fragmani

P

Kopri cogaltim balgesi:

Sbfl adaptdra (barkod: TCAGA)
Sphl adaptdrl (barkod: TAGCA)
vesil (cahgilan tire ait genomik DNA)

Tek cizgi ( PCR primerleri)

genomik DNA

P1adaptdri PCResnasinda ddRADseq fragmamini 5' ucundan uzatarak istenilen boya getirecek olan bélgedir

Nihai ddRADseq fragmani (lllumina dizileme primerlerinin pozisyonlan)

Cift cizgi (adaptérde yer alan 3'ucu restriksiyon enzimi yapiskan ucu)

restriksiyon enzimi
tanima bolgesi

Sphl

Kopri gogalom bolgesi:

Sekil 3. (A) ddRADseq kiitiiphanesinde dizilenen her bir fragmanin sematik gériiniimiinii temsil ederken, (B) ddRADseq
kiitliphanesinde kullanilan adaptorlerin tasarimi ve adaptorler baglandiktan sonra olusan ddRADseq kiitiiphanesi
fragmanlarinin yapisini (5 barkodlar her iki adaptérde de mavi renkle kodlanmistir) gosterir.

Boylelikle P1 okumalari igin TGCA niikleotid dizisi,
P2 okumalar1 igin ise CATG niikleotid dizisi ile
baglayacak olan fragmanlar birbirinden kolaylikla
ayirt edilebilir ve devam eden biyoinformatik veri
isleme siireclerinde barkodlar kolaylikla dizilenecek
gDNA fragmanlarindan ayrilabilirler. Barkodlari
igeren adaptorlerin gDNA fragmanlarina
baglanmasini takiben tiim 6rnekler karistirilarak bu
asamadan sonraki siirecler tek bir deney tiipii
igerisinde stirdiirilir. YND kiitiiphanelerinin en
Oonemli basamaklarindan bir tanesi istenilen fragman
biiyilikliiglinlin segilimi agsamasidir. Bu basamak bir
dizi  piirifikasyon  (restiksiyon ve  ligasyon

reaksiyonlar1 dolayisiyla ortamda fazla miktarda
bulunan enzimleri uzaklastirmak amagli) agamasini
takiben agaroz jelde ya da bu islem igin O6zel
tasarlanmig cihazlarda (Pippin Prep PIP0001,
Labgene scientific, Isvigre) gerceklestirilir. Gerek
ayni kiitliphane igerisinde gerekse de farkli veri
setlerini karsilastirmak amacl farkli kiitiiphanelerde
tammlanan TNP belirteglerinin yinelenebilirligi
(repeatability) acisindan ayni1 bolgenin kesimi biiyiik
onem arz eder (Andrews vd. 2016). Kiitiiphane
icerisinde bulunan adaptdrleri (P1+P2) baglanmis
fragmanlarin niteligini arttirmak i¢in PCR kullanilir.
Bu reaksiyon icin adaptdr bagli generik primerler
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kullanilir ve hazirlanan mastermix miimkiin
oldugunca fazla reaksiyona boliinerek PCR
esnasinda olusabilecek sapmalar (bias; G ve C
niikleotidlerince zengin gDNA bolgeleri ve kisa
fragmanlar daha fazla c¢ogaltilma egilimindedir)
minimize edilir. Hazirlanan kiitiiphanenin PCR ile
zenginlestirilmesinin ardindan agaroz jelde kontrolii
yapilarak segilen fragman biiyiikliigii ve miktari tayin
edilir. PCR esnasinda kullanilan mastermix fazlasin
da ortamdan uzaklastirmak adma Dbir dizi
pirifikasyonu  takiben nihai kiitliphane igin
seyreltmeler yapilir. Kiitliphane son olarak 1s1 soku
(98°C, 2dk inkiibasyon) vya da kimyasal
denatiirasyona (NaOH ile oda sicakliginda 5dk
inkiibasyon) tabi tutularak YND cihazina yiiklenir.
Kullanilacak platforma gore farklilik gostermekle
birlikte YND teknolojileri DNA dizileme islemi
yaklagik 16-48 saat arasinda siirer (6rn: Illumina
MiSeq platformu v2 kiti: 300 niikleotidlik ¢ift yonlii
okuma [paired-end read] sonucu 15 milyon fragmana
esdeger yaklasik 5Gb boyutunda veri seti liretirken,
DNA dizileme islemi 24 saat siirer).

2. Ham dizileme verilerinin kalite kontrol
asamalar

YND cihazlarmin hemen hepsi dizileme
siirecinde cihazda olusmus olan sorunlara yonelik
rapor verirler; bu, kalite kontroliin ilk agamasini
olusturur. Ancak s6z konusu bilgiler daha teknik
konular1 kapsamakla birlikte genetik materyalde
(yani kiitiphanede) olusan sorunlarla ilgili
bilgilendirici degildir. Bu amacgla bagimsiz bir
yazilim olan FastQC (Babraham Bioinformatics)
YND platformlarinin hemen her ¢esidinin veri
ciktisim kullanarak hizli ve basit bir dizi* kalite
kontrol analizleri gerceklestirir. Bu asama veri
analizlerine gecmeden 6nceki en temel ve Onemli
basamaktir. Zira yiiksek hata orani tespit edilen
kiitiiphanelerden saglikli bir genotip bilgisi elde
edilemeyecegi i¢in proje amacindan Sapmalar
gozlemlenebilir.

YND teknolojilerinin gelisimine paralel olusan
bu verilerin analizini yapacak bir¢ok farkli yazilim ve
platformu da beraberinde getirmistir. Bu derlemenin
amaci, var olan tiim platformlara iliskin kapsamli bir
anlatimm tercih etmektense, verilerin biyoinformatik
analizini igeren genel bir taslak saglamak ve en ¢ok
kullanilan; ayn1 zamanda diizenli olarak giincellenen
platformlara iliskin degerlendirme yapmaktir. Konu
ile ilgili detayli okuma yapmak isteyenler icin
Mandoiu ve Zelikovsky (2016) ve Liu (2017)
kaynaklari yon verici olacaktir.

*:FastQC temel istatistiki verilerden
kiitiiphanede yer alan spesifik kontaminasyonlarin
icerigine kadar toplam 12 analiz modiiliinden
olusur. Program yazilimi geregi

dizileme verisinin normal dagilim  gésteren
formatta olmasini bekler ve her analiz igin basit bir
kaldi/gecti testi uygular. Ancak dizilenen YND
kiitiiphanelerin amaclart ve kurulus sekilleri goz

ontine alindiginda bazi  analizlerde sapmalar
gozlemlemek olasidir. Ornegin, RADseq
kiitiiphanelerinin  bas kisimlarinda adaptorlerin
bulundugu  bolgelerde  niikleotid  kullanim

stkliklarinda  gézlenen sapmalar normaldir ve
beklenir. Dolayisiyla bu raporun sonucunun
kiitiiphane yapilis bicimi ve verilerin dogasi goz
ontine alinarak dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi
gerekir.

3. Verilerin biyoinformatik islenmesi

3.1. Kiigiik parcalardan biiyiik
(dizilerin birlestirilmesi-making assembly)

YND teknolojilerinin biiyiik 6lg¢ekli verilerinin
bir araya getirilerek anlamli biitlinler olusturulmasi
islemi dizilerin birlestirilmesi anlamima gelen
parcalar1 birlestirme (making assembly) olarak
adlandirilir. Bu siire¢ 6zellikle Illumina teknolojisi
gibi kisa okumalar yapan platformlarda biiyiik 6nem
arz etmektedir. Dizilerin birlestirilmesi iki sekilde
yapilir: (1) de novo assembly ve (2) referans genom
tabanli birlestirme islemleridir. De novo birlestirme
calisilan tiire ait hicbir genetik bilginin olmadig:
kosullarda ilk basamak olarak kullanilir. Latince
kokenli bir kelime obegi olup, en basindan
anlamindadir. Bu durum o6zellikle model tiir
statlisiinde olmayan ve bir¢ogunun genetigine dair
heniiz bilgi kazanilmamig sucul tiirler igin YND
teknolojilerinin en Onemli avantajidir. Referans
genom tabanli dizi birlestirme isleminde ise dizileme
cihazindan elde edilen veriler oncelikle calisilan
tiirin genomuna (gen bankasinda bulunmasi
durumunda) hizalanmasinin ardindan genotipler
belirlenir. Dizilerin birlestirilmesi esnasinda en sik
kullanilan yazilimlarin baginda Stacks (Catchen
2011, 2013) ve daha yakin zamanda gelistirilmis olan
PYyRAD (Eaton 2014) ve dDocent (Puritz vd. 2014)
yer alir. Maksimum benzerlik istatistiki yontemi
tabanli c¢alisan Stacks; dizi varyantlart ve
polimorfizmi dizileme hatalarindan ayirir. Gerek aile
(QTL haritalama genetik kroslarinda) gerekse de
popiilasyon analizlerinde giivenle kullanilir. ki ana
modiilde g¢aligan Stacks yazilimda ilk asama: (i)
Temizleme ve de-multipleksleme (process_radtags)
olarak adlandirilirken ikinci asama (ii) lokuslarin
olusturulmasi ve genotiplerin  belirlenmesidir
(ustacks/pstacks, cstacks, sstacks) (Sekil 4). ilk kez
dikence baliginda (ii¢ dikenli balik, Gasterosteus
aculeatus; Hohenlohe vd. 2010) RADseq tabanli
popiilasyon genetigi calismasinda kullanilan Stacks
yazilimi o tarihten bu yana 48.versiyonuna
yiikseltilmistir (URL 3). Sonrasinda gelistirilen

resme


http://catchenlab.life.illinois.edu/stacks/
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dDocent yaziliminin (Puritz vd. 2014) ii¢ ayr1 deniz
baligi tirtinde (Sciaenops ocellatus, Lutjanus
campechanus ve Lutjanus vivanus) ayni verileri
kullanarak yaptig1 karsilagtirmali analizler sonucu
dDocent’in  Stacks’a kiyasla daha fazla TNP

tammladigin1  rapor etmesine ragmen Stacks
(Catchen, 2013; URL 4) bugiin hala restriksiyon
tabanl kiitiiphanelerden RADseq ve ddRADseq
verilerinin biyoinformatik analizlerinde literatiirde en
fazla kullanilan yazilim olarak karsimiza ¢ikar.

Process RADTAGS (Komut)
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Sekil 4: Stacks yazilimimimn iki ana asamada ydriitilen biyoinformatik analizlerinin sematik gosterimi: (1 asama)
process_radtags modiilii ile temizleme ve de-multipleksleme islemleri ve ardindan (2.asama) kiigiik pargalarin bir araya
getirilerek (making assembly) dizilerin birlestirilmesi ve genotiplerin belirlenmesi islemleri. Stacks klavuzundan

almmustir (URL 4).

4. YND teknolojilerinin su iiriinleri genetik
calismalarinda kullanim alanlar

Cok degil birkag y1l 6ncesine kadar fazla sayida
genetik belirteg ile c¢aligmak pahali oldugundan
sadece ekonomik degeri olan ve en ¢ok caligilan
birkag tiir i¢in molekiiler belirtec bilgileri erisilebilir
konumdaydi. Ancak, gelisen dizileme teknolojileri
ve hemen her gegen giin azalan maliyetler birgok

sucul tiir (gerek ekonomik gerekse de ekolojik ya da
evrimsel 6nemi olan) i¢in de yeni bir ¢aligma ortami
yaratmigtir. Hizli bir sekilde binlerce hatta on
binlerce belirtecin ¢alisilan tlirlin ~ genomunu
kapsayici nitelikte veri setleri olugturmasi daha dnce
denenmemis birgok  biyolojik hipotezin de
arastirilmasina olanak saglamistir. Su  {rilinleri
genetik calismalarinda YND teknolojilerinin baglica


http://catchenlab.life.illinois.edu/stacks/manual/
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kullanim alanlari: (i) referans genom haritalar
olusturma  (fiziksel), (ii) genetik  baglanti
haritalamalar1  (kalitatif — karakter lokuslarinin
belirlenmesine yonelik haritalama ¢aligmalari, QTL
haritalama), (iii) popiilasyon genetigi ve filogeni, (iv)
TNP chip dizayninda, (v) verifikasyon & validasyon
calismalarinda, (vi) 1slah amacgli genotipleme, (vii)
stirdiiriilebilir su triinleri yetistiriciligi ve gevresel
etkinin en aza indirilmesi noktasinda bilgilendirici
genetik izlenebilirlik calismalari olarak listelenebilir.
(1) Referans balik genomlar1 olusturulan sucul tiirler:
Morina balig1, Gadus morhua (Star vd. 2011); Pasifik
istiridyesi, Crassostrea gigas (Zhang vd. 2012);
zebra baligi, Danio rerio (Howe vd. 2013);
gokkusagi alabaligi, Oncorhynchus mykiss (Berthelot
vd. 2014); Avrupa deniz levregi, Dicentrarchus
labrax (Tine vd. 2014); Japon yilanbaligi, Anguilla
japonica (Kai vd. 2014); sazan baligi, Cyprinus
carpio (Xu vd. 2014b); turna baligi, Esox lucius
(Rondeau vd. 2014); Nil tilapyasi, Oreochromis
niloticus (Brawand vd. 2014); Asya levregi, Lates
calcarifer (Vij vd. 2016); Akdeniz midyesi, Mytilus
galloprovincialis (Murgarella vd. 2016); kalkan
baligi, Scophthalmus maximus (Figueras vd. 2016);
Atlantik somonu, Salmo salar (Lien vd. 2016); kanal
kedi baligi, Ictalurus punctatus (Chen vd. 2016)
olarak siralanabilir. (ii) Ekonomik karakterlerin
tanimlanmas1 amaciyla yiiriitiilen QTL haritalama
caligmalart kapsaminda Campbell vd. (2014)
gokkusagi alabaliginda bakteriyel soguk su hastaligi
yapict ajan olarak  bilinen  Flavobacterium
psychrophilum ve infeksiy6z hematopoetik nekrozis
virus (IHNV) hastalik direnci ile baglantili genetik
belirtegler tanimlamak ve bu belirtecleri kullanarak
(marker assisted selection) bahsi gecen hastaliklara
direncli {iretim poptilasyonlar1 olusturmuslardir. (ii)
Palaiokostas vd. (2013) cinsiyet belirleme {izerine
yaptiklar1  ¢aligmalarda fonksiyonel erkeklerin
belirlenmesi ve boylelikle sektdriin ihtiyacina
yonelik tamami  digi  {iretim  popiilasyonlari
olusturmasina katki saglamak amaciyla Atlantik
halibutunda cinsiyet belirleme bdlgesiyle yakindan
iligkili belirtecler tanimlamigtir. Ayni arastirmacilar,
Avrupa deniz levreginde ¢ok daha karmasik ve
sicaklik ile etkilesim icerisinde olan bir cinsiyet
belirleme mekanizmasiyla karsilasmiglardir
(Palaiokostas vd. 2015). Larson vd. (2016)
olusturduklari yiliksek sayida belirteg igeren genetik
baglantt  haritas1 ile  Sockeye somonunda
(Oncorhynchus nerca) sicaklik toleransi ve biiyiime
iizerine birden fazla QTL tanimlamiglardir. (iii)
Hohenlohe vd. (2010) RADseq teknigi ile dikence
baligi (lic dikenli balik, Gasterosteus aculeatus)

dogal  popiilasyonlarinda  tiirlin ~ i¢  sulara
adaptasyonunda rol oynamasi muhtemel bir
dizi aday gen belirlemis ve popiilasyon

yapisini tanimlamiglardir. Deniz anemonu (sakayik)
Nematostella vectensis’in genetik ¢esitlilik ve

popiilasyon  yapisinin  tamimlamaya  yonelik
yirtittikleri bir c¢aligmada Reitzel vd. (2013)
geleneksel  belirteglerin -~ yapamadigmi =~ YND
teknolojileri (RADseq) yardimiyla

gerceklestirmistir. YND teknolojilerinin popiilasyon
genetigi ve filogeni alaninda kullanimina iligkin
detaylar  ¢esitli  derlemelerde  derinlemesine
tartisitlmistir (Davey ve Blaxter 2010; McCormack
vd. 2013; Andrews ve Luikart 2014). (iv) Popiilasyon

ici polimorfizm seviyesinin belirlenmesi
amaciyla belirte¢ sayisina gore adlandirilan
(6rnegin:10K=10,000 TNP) ¢ipleri ise yogun

genotiplemenin rutin olarak kullanildigi 1slah
programlarinda gérmek mimkiindiir.  Atlantik
somonu (Houston vd. 2014; Yanez vd. 2016), kanal
kedi balig1 (Liu vd. 2014), sazan (Xu vd. 2014a) ve
gokkusag1 alabaligr (Palti vd. 2015) gibi tiirlerde
gelistirilmistir. Ciplerin dizayn ile ilgili ¢ok daha
fazla caligma yiiriitiilmesine ragmen validasyonlar
tamamlanmadan yaymlastirilmadiklarindan sucul
organizmalar i¢in tanimlanmis sinirh sayidaki TNP
¢ipi halihazirda literatiirdeki yerini almigtir. (v) Su
iiriinleri arastirmalarinda 6nemli yer tutan izogenik
balik hatlarinin iiretiminde uniparental (tek ebeveynli
kalitim) bireylerin validasyon & verifikasyonunda ve
yeni  nesillere  genetik  materyali  inaktive
edilen ebeveynden kalitimin gergeklesmediginin
kanitlanmasi amaciyla ~ YND  teknolojileri
kullanilmistir (Oral 2016). Benzer bir caligmada Hou
vd. (2016) firettikleri izogenik Japon pisi baliginda
(Paralichthys olivaceus) birinci ve ikinci nesil
klonlarin verifikasyonunda YND teknolojilerinden
faydalanmiglardir. (vi) Cipurada genom
kompleksitesini restriksiyon temelli yontemlerden
2b-RADseq ile azaltarak 1slah igin genotipleme
amaciyla gram negatif bir bakteri olan Pasteurella
hastalik  direncini genomik Ongdriiye dayali
hesaplama yoluyla aragtirmis ve genomik Ongorii
modeli geleneksel BLUP (en iyi dogrusal sapmasiz
tahminleme) modelinden ¢ok daha basarili sonug
vermistir (r = 0.38-0.46). (Palaiokostas vd. 2016).
(vii))  Balikgilik  yoOnetimi  ve  kaynaklarin
stirdiiriilebilir kullanim1 noktasinda dogru politikalar
olusturmak iizere mersin baliklarinda (Acipenser
gueldenstaedtii, A. persicus, A. baerii ve A. naccarii)
yapilan bir ¢alismada RADseq ile tanimlanan TNP
belirtegleri kullanilarak izlenebilirlik ve koruma
calismasi yiiriitiilmiis; gerek su triinleri gerekse de
balik¢ilik yonetmeliklerinin uygulanmaya
konulmasina yonelik Oneriler siralanmigtir (Ogden
vd. 2013). Yukarida listelenen ¢aligma alanlarindan
bagimsiz olarak, YND teknolojileri genotip bilgisinin
ciktiya doniistiiriilebildigi hemen her g¢alisma ve
amaca hizmet eder.
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Referans balik genom projelerinin sayilar1 hizla
artmaya devam etse de, yliksek belirtec sayisina sahip
genetik baglant1 haritalar1 ve bu haritalarin sahip
oldugu rekombinasyon bilgileri olmaksizin biiylik
balik  genomlarmi  tamamlamak  neredeyse
imkansizdir (Davey ve Blaxter 2010). De novo
referans genom c¢aligmalar1 pargalar (scaffold)
seviyesinde baglatilarak bu parcalar bir araya
getirildikce  kromozomal seviyelere ulastirilir
(Atlantik salmonu genomu fizerinde yiiriitiilen bir
calismada gen bankasinda erisime agilan genomun

scaffold seviyesindeki ilk [Ssalar_v1;
ASM23337v1)] ve kromozomal  seviyedeki
dordiinct [Ssalar v4; AGKD00000000.4]

versiyonlari arasinda biiyiik ¢apta iyilesme oldugunu
tespit etmislerdir (Oral 2016, 5.kisim). Ssalar_vl
Atlantik somon genomunun 1/6’lik versiyonunu
icerirken, DNA dizileme bilgilerine genetik baglanti,
transkripsiyon ve RNA bilgilerinin eklenmesi ve
dizileme derinliginin de arttirilmasiyla tiiriin genom
biiyiikliigii olan 3,4x10° niikleotide en yakin
versiyona ulagilmigtir.) Tim ¢abalara ragmen
gelistirilen  algoritmalar  ozellikle  dizilerin
birlestirilmesi noktasinda olusan bosluklarda ve
Okaryotik genomlarda siklikla yer alan tekrar
dizilerinin oldugu bolgelerde salt dizileme bilgisi ile
dogru hizalama yapamaz. Bu siireclerde sahip oldugu
yiiksek belirte¢ sayisi ile galisilan genom boyunca
dagilim gosteren ve belirteglerin birbirlerine olan
baglant1 ve rekombinasyon bilgilerine sahip genetik
baglanti haritalar;; bu sebeple, referans balik
genomlarmin gelistirilmesinde kilit rol oynar. RAD
temelli genetik haritalar ve tanimlanan binlerce
belirte¢ kullanilarak yakin zamanda Avrupa deniz
levregi, gokkusagi alabaligi, Nil tilapyas1 ve kalkan
baliginda referans balik genomlar1 giincellendi. Bir
diger Onemli haritalama yontemi olan ve
sentromerlerin  lokasyonu ile kromozomlarin
rekombinasyonca aktif (telomerik) ve pasif
(sentomerik) bolgelerinin belirlenmesini saglayan
gen-sentromer haritalamalar1 (G-C mapping) da
referans genom projelerinin iyilestirilmesinde 6nemli
rol oynamaktadir (Oral vd. 2017). Bu uygulama
verifikasyon amacli belirte¢ dizayni i¢in kritik 6neme
sahiptir. Sayilar hizla artarken, yeni veri setleri var
olan referans balik genomlarinin da kalitesinin
arttirllmasmma ve fonksiyonel gen bolgelerinin
belirlenmesine olanak saglayacaktir.

Sonug¢

DNA dizileme teknolojilerinde inanilmaz bir
doniisiim ve gelisim yasadigimiz son on yillik siireg
incelediginde, gelecekte yapilabilecek c¢aligmalar
lizerine tahminlerde bulunmak olduk¢a zordur.
Ancak siiphesiz ki bu teknolojiler, cok daha fazla
veriye ulasma noktasinda daha hizli ve azalan

biit¢elerde hizmet vermeye devam ettigi miiddetge,
ontimiizdeki  siireclerde genetik bilimei  tiim
arastirmacilarin bu teknolojileri iceren g¢aligmalar
yapmasi kacinilmazdir. Ozellikle restriksiyon temelli
kiitiiphanelerden RADseq ve tirevi ddRADseq
yontemlerinin; farkli restriksiyon enzimlerinin tekli
ya da kombine kullanimlarinin sagladigi ¢ok
yonliiliik, hemen her organizma i¢in uygun c¢alisma
sartlar1 yaratmaktadir.

Gelisen  teknolojilere  modern  genetik
uygulamalarint adapte etme noktasinda en biiylik
zorluk firetilen biiyilk veri setlerinin analizi ve
biyoinformatik islenmesi siirecidir. Kuskusuz var
olan yazilimlarin diizenli araliklarla giincellenmesi
onemli bir faktordiir, ancak yeni gelistirilen
programlarin da arastirmacilara kullanim kolayligi
saglamasi ve calisilan aile(ler) ya da popiilasyonlarda
benzer filtreler uygulayarak farkli laboratuvarlarca
da tekrarlanabilir sonuglar iiretmesi gerekir. En
nihayetinde gelisen teknolojilere ayak uydurma
noktasinda multidisipliner ¢alisma ile ¢alisilan tiiriin
biyolojik  ozelliklerine hakim  uzmanlarin,
biyoinformatik analizlerde tecriibeli ekiplerle bir
araya getirilmesi basarinin da anahtari niteligindedir.
Ulkemiz 2023 hedefleri dahilinde teknolojideki
gelismelerin yakindan takibi ve ARGE ile disa
bagimliligin en aza indirilmesi ve ileri teknolojili
katma degeri yiiksek iiriinler ya da bilimsel
calismalart gelistiven, teknoloji transferine olanak
saglayan ve uluslararasi standartlarin olusumunda
etkili kiiresel bir oyuncu olmamn gerekliligi
vurgulanmistir (URL 5).

Bu derlemede bilimde yeni bir ¢igir agan
YND teknolojilerinin ~ gelisimi incelenmis ve
su {irlinleri genetigindeki baslica kullanim alanlari
tanmitilmistir.  Bu  bilgiler ekseninde hedefimiz
yiikksek kesinlik ve ¢ikt1 (dizi bilgisi) hacim
potansiyellerini biinyesinde barindiran
YND teknolojilerini {ilkemize kazandirmak ve
s0z konusu alanda multidisipliner ¢alisabilen
akredite  laboratuvarlar  olusturmak olmalidir.
Kullanilan metotlarin  optimizasyonunu takiben
sektdriin ihtiyaglarina cevap olusturacak
popiilasyonlarin {iretimi saglanabilir. Bu sayede,
uzun vadede molekiiler biyoloji ve genetik temelli
bilimler basta olmak iizere, tip, tarim, ziraat ve
hayvancilik gibi bir¢ok alam1 kapsayici projeler
iiretilebilir ve rutin genotiplemenin kullanildig:
ulusal dlgekli 1slah projeleri yiiriitiilebilir.

Sozliik

Adaptér:  Adapter — Dizilenecek DNA
fragmanlarina baglanmis ve sentezleme yoluyla
dizilemenin gerceklestirilecegi okuma plakalarina
hibridizasyonu saglayacak primer bdlgesini iceren
kisa oligoniikleotid dizileridir.
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Barkod: Barcode — Her bir birey igin farkli
olacak sekilde molekiiler diizeyde birey ayrimi
yapmak iizere tasarlanmig 5 ila 7 niikleotidlik
dizilerdir.

Parcalar: Scaffold — De novo referans
genom haritalamanin ilk basamaginda kiiciik
fragmalarin  arka arkaya sirali  bir sekilde

eklenmesiyle olusturulan parcalardir. Bir sonraki
basamakta dizileme bilgisinin arttirilmasi ve pargalar

arasindaki ~ bosluklarin  miimkiin ~ oldugunca
kapatilmasiyla olusturulan scaffoldlar
kromozomalara yiikseltilir.

Yiksek Cikti Hacimli Dizileme: High-

Throuhgput Sequencing — Yeni Nesil Dizileme
teknolojilerinin gelisimiyle paralel dizileme sonucu
tek seferde binlerce, milyonlarca fragman veri setinin
iiretilmesine olanak saglayan dizileme ydntemi ve
ciktisidir.

Ornek Kiitiiphanesi: Sample Library — Tercihen
her iki ucundan adaptor bagli DNA fragmanlari
koleksiyonu bir diger deyisle, YND 6ncesi 6rneklerin
hazirlanmas: siirecidir.

Belirte¢: Marker — Genom {izerinde yeri bilinen
DNA dizilerine denir (genom isaretgileridir).
Belirtegler, bir tlirli tanimlamada kullanilabilecegi
gibi kromozom {izerindeki yeri ya da sorumlu geni
heniiz  tespit edilmemis gen  bdlge(lerini)
tanimlamada da kullanilabilirler.

gDNA: Genomic DNA - Bir organizmanin
hiicrelerinde (¢ekirdek) sahip oldugu DNA igeriginin
tamamin1 kapsar.

Tek Niikleotid Polimorfizmi: Single Nucleotide
Polymorphism — Genom {tizerindeki bir bélgede tek
bir niikleotid pozisyonunda meydana gelen
polimorfizmi tanimlar.

RADseq: Restriction Site Associated DNA
Sequencing — Restriksiyon bolgesi ile iligkili DNA
dizileme yontemidir.

ddRADseq: Double-Digest Restriction Site DNA
Sequencing — Cift enzimli restriksiyon bolgesi
iligkili DNA dizileme yontemidir.

2b-RADseq: Type I1b Restriction Enzyme Based
RADseq — Restriksiyon endoniikleazlardan yalnizca
Tip II enzimlerinin kullanildig1 restriksiyon bolgesi
ile iligkili DNA dizileme yontemidir.

Polimorfik dizilerin kompleksitesinin
azaltilmasi: Complexity reduction of polymorphic
sequences (CROPS) — AFLP temelli bir YND
teknolojisi kiitiiphane olusturma yontemidir.

RRL: Reduced Representation Library -
Restriksiyon temelli YND teknolojisi kiitiiphane
hazirlama yontemlerinden biridir.

Cift yonli okuma/dizileme: Paired-end read:—
Aym DNA fragmanmmin iki yonlii dizilenmesi
islemidir.

Referans genom olmaksizin dizi birlestirme
islemi: De novo Assembly — Calisilan tiirde genom
seviyesinde hicbir bilginin olmadigi durumlarda
sadece DNA dizileme bilgisi kullanilarak dizilenen
parcalarin bir araya getirilmesi islemidir. Herhangi
bir organizmada referans genom olusturma siirecinin
oncelikli basamagidir.

Referans genom temelli dizi birlestirme islemi:
Reference based assembly — DNA dizi bilgilerinin
calisilan  organizmanin  referans  genomuna
hizalanmasiyla dizilerin birlestirilmesi iglemidir.

QTL: Quantitative Trait Loci — Kantitatif
karakter lokuslari, ilgilenilen ekonomik karakterler
(6rn: hastalik direng genleri, biiylime geni,
cinsiyet belirleme geni vb.) ile yakin bolgelerde
bulunan ve bu sebeple dnemli ilgilenilen gen bdlgesi
ile ytiksek istatistiki baglanti (6rn: birlikte rekombine
olma) gosteren gen bolgeleridir. Cogunlukla
poligenik (¢ok genli) kalitim 6zelligi gosterirler.

Gen-Sentromer _haritalama: Gene-Centromere
mapping — Kromozomlar iizerinde bulunan ve hiicre
boliinmesinde  krittk rol oynayan sentromer
pozisyonlarinin belirlenmesini saglayan haritalama
yontemidir. Calisma prensibi genetik baglanti
haritalarina benzerlik gosterir ancak sadece 0Ozel
kroslardan (mayoz yoluyla iiretilmis ginogenetik
aileler) tiretilmis ailelerde uygulanabilir.

BLUP: Best Linear Unbiased Predictor — En iyi
dogrusal sapmasiz tahminleme anlamina gelen bu
terim 1slah caligmalarinda popiilasyonda istenilen
ozelliklerin gelecek nesillerde ortaya gikarilmasini ya
da halihazirdaki ekspresyonunu arttiracak damizlik
adaylarinin se¢iliminde kullanilir.
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