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OZET

Karadeniz Alabalhig@inda (Salmo labrax) Polimorfizmin Biyoenformatik
Yontemler Kullanilarak Belirlenmesi
Asiye Nur SALTAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Sebahattin ERGUN
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Emre Keskin

08/09/2023, 57

Sucul kaynaklarin korunmasi ve sorumlu bir sekilde yonetilmesi genis kitleler
tarafindan taninmis ve oncelik haline getirilmistir. Bu nedenle yaygin olarak tiiketilen ve
iiretimi yapilan tiirlerin genetik olarak istenen 6zelliklere sahip olmasi arzu edilen bir hale
gelmistir. Caligmada karadeniz bolgesi ve ¢evresinde bulunan ve iiretimi gerceklestirilen
Salmo labrax tiriiniin genetik Ozelliklerinin bir kisminin ortaya konmasi hedeflenmistir.
Dogadan 30 ve yetistiricilik hatlarinda 30 olmak iizere toplam 60 balik {izerinde yliriitiilen
calismada dogal orneklerde 37 haplotip elde edilmistir ve hplotip ¢esitliligi (Hd) 0,9880
olarak tespit edilmistir ve toplam 51663 SNP sonucuna ulasilmistir. Yetistiricilik hatlari
populasyonunun toplamda 27 haplotipe ve Hd:0,9436 haplotip cesitliligine sahip oldugu
goriilmiistiir ve yetistiricilik populasyonlarinda toplamda 706053 SNP verisine ulagilmistir.
Bir sonraki asamada tiiriin kendi referans genomunun olusturulabilmesi agisinda genom
boyu iligkilendirme ¢alismalar1 (GWAS) yiiriitmek olduk¢a faydali olacaktir. Belirlenen
genlerdeki degisimlerin her hangi bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi ve bu tiir
degisimlerin baska genlerde de rastlanip rastlanmadiginin ortaya konmasi O6nem
tagimaktadir. Gelecek donemde yapilacak ¢alismalarda linkage diseqilibrium analizleri (LD)

ve quantitative trait loci (QTL) caligmalarinin yiiriitiilmesi bu nedenle 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sa/mo labrax, Tek Niikleotid Polimorfizmi, Biyoenformatik,

Karadeniz Alabalig1
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ABSTRACT

Determination of Polymorphism in Black Sea Salmon (Salmo labrax) Using

Bioinformatics Methods

Asiye Nur Saltan
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Aquaculture
Supervisor: Prof. Dr. Sebahattin ERGUN
Co-supervisor: Prof. Dr. Emre KESKIN
08/09/2023, 57

The conservation and responsible management of aquatic resources has been widely
recognized and made a priority. For this reason, it has become desirable that the species that
are widely consumed and produced have genetically desirable characteristics. In this study,
it was aimed to reveal some of the genetic characteristics of Salmo labrax species found and
produced in and around the Black Sea region. In the study carried out on a total of 60 fish,
30 from nature and 30 from aquaculture lines, 37 haplotypes were obtained in natural
samples and the haplotype diversity (Hd) was determined as 0.9880, and a total of 51663
SNPs were obtained. The population of breeding lines was found to have a total of 27
haplotypes and a haplotype diversity of Hd: 0.9436, and a total of 706053 SNP data were
obtained in the breeding populations. In the next stage, it will be very useful to conduct
genome-wide association studies (GWAS) in order to create the species' own reference
genome. It is important to investigate whether the changes in the identified genes have any
effect and whether such changes are also found in other genes. Therefore, it is important to
conduct linkage disequilibrium analyses (LD) and quantitative trait loci (QTL) studies in

future studies.

Keywords: Salmo labrax, Single Nucleotide Polymorphism, Bioinformatics, Black

Sea Salmon
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

1.1. Diinyada Su Uriinleri Sektoriiniin Genel Durumu

Son yillardaki bilimsel gelismeler sucul sistemlerin fonksiyonlarmi ve isleyis
seklinin anlasilmasinda gozle goriiliir bir gelismeye sebep olmus ve ayni zamanda
stirdiiriilebilir bir sekilde yonetilmesi gerekliligi konusunda bir biling ortaya koymustur.
Sucul kaynaklarin korunmasi ve sorumlu bir sekilde yonetilmesi genis kitleler tarafindan
taninmis ve Oncelik haline getirilmistir. Bu baglamda bilimsel alt yapili koruma ve
stirdiiriilebilirlik politikalarinin olusumu 6n plana konmus durumdadir. Dogal stoklar ve
yetistiricilik yoluyla iiretilen baliklarin ne gibi sorunlarla karsilasabilecegini bilmek ise

hayati 6nem tasimaktadir (FAO, 2020).

Diinyada genel olarak balik tiretimi 2018 yili itibari ile toplamda 179 milyon tona
ulagmustir. Toplam satis gelirinin ise 401 milyar dolar ve bunun 82 milyon tonu ve yaklagik
250 milyar dolarlik karsilig1 ise yetistiricilik faaliyetlerinden gelmistir (FAO, 2020). Toplam
tiretimin 156 milyon tonluk kismi insan tiikketimi i¢in kullanilmis olup, bu da ortalama olarak
yillik kisi bast 20,5 kg tiiketime esdegerdir. Kalan 22 milyon tonluk kisim ise tiiketim dist
sektorlere aktarilmis olup, bunlar genel olarak balik unu ve balik yag1 iiretim sektorleridir.
Yetistiricilik sektoriiniin pay1 ise toplam tiretimin % 46’lik kismini ve insan tiiketimi i¢in
kullanilan balik {iretiminin ise % 52’lik kismini olusturmaktadir. Cin 2018 yilinda toplam
tiretimin % 35’lik kismimi gergeklestirerek yine en c¢ok liretim yapan iilke olarak basi
cekmektedir. Cin disarida birakildiginda, 2018 yilinda yapilan iiretimin biiyiik bir kismi1
Asya kitasindan (% 34) gelmektedir, sirasiyla Amerika kitas1 (% 14), Avrupa kitasi (% 10),
Afrika kitas1 (% 7) ve Okyanusya (% 1) liretim oranlariyla Asya kitasini izlemektedir. Son
yillarda toplam balik iiretimi Avrupa (80’lerin sonuna dogru azalma gostermistir fakat son
yillarda az da olsa diizelme gostermektedir) ve Amerika (hamsi tiirlerinin yakalanmasinda
karsilagilan dalgalanmalar sebebiyle 90’larin ortalarindan itibaren azalis ve artislar
yasanmistir) kitalar1 disinda kalan biitiin kitalarda O6nemli Olglide artis gOstermistir.
Dolayisiyla, Afrika ve Asya kitalarinda tiretim son 20 yilda neredeyse iki katina ¢ikmustir.
Kiiresel balik tiiketimi yillik % 3,1°lik bir oranla 1961°den 20017’ye kadar yillik bir artis

gostermistir. Bu oran yillik niifus artisinin (% 1,6) neredeyse iki katidir ve ayn1 periyotda



diger hayvansal kaynakli protein kaynaklar tiretim kalemlerinin (et, siit {iriinleri, siit, vb.)
artist y1llik % 2,1 oraninda seyretmistir. Kisi basi balik tiikketimi 1961 yilindan 2018’e kadar
9 kilodan (canli agirlik olarak) 20,5 kiloya ¢ikmistir, bu da yillik % 1,5’luk bir artisa denk
gelmektedir. Bolgeler ve eyaletler arasinda balik tliketim oranlarinda devam eden
degisiklikler olmasina ragmen belirli tiiketim trendleri mevcuttur. Gelismis iilkelerde
goriintir balik tiiketimi 1961°de 17,4 kilo iken 2007°de 26,4 kilograma ¢ikmistir, daha sonra
kademeli olarak 2017 yilina kadar 24,4 kilograma kadar gerilemistir. 2017 yilinda balik
tiikketimi biitiin hayvansal kaynakli protein tiikketiminin % 17’sini ve tiim protein tiikketiminin
% 7’sini olusturmaktadir. Kiiresel olarak balik tiiketimi 3,3 milyar insanin ortalama hayvan
protein tiikketiminin % 20’sini olusturmaktadir ve bu oran Banglades, Kambogya, Gambia,
Gana, Endonezya, Sierra Leone, Sri Lanka ve kiiclik gelismekte olan ada devletlerinde % 50
gibi bir orana ulagmaktadir. Kiiresel avlama oranlar1 2018 yilinda gegen {i¢ yila oranla
ortalama % 5,4’liik bir artisla 96,4 milyon ton gibi rekor bir rakama ulasmistir. Artis genel
olarak deniz kaynakli avlamadan kaynaklanmaktadir. Uretim oranlar1 2017 yilinda 81,2
milyon tondan 2018 yilinda 84,4 milyon tona ulasmistir ve bu da hala 1996 yilinda
yakalanana tlim zamanlarin en yiiksek iiretim orani olan 86,4 milyon tonun altindadir (FAO,
2020). Tiirkiye’de su iriinleri liretimi baglangicindan bu yana artan bir trendle devam

etmektedir.

1.2. Tiirkiye’de Su Uriinleri Sektoriiniin Genel Durumu

Gerek cografi konumu gerekse sahip oldugu dogal kaynaklari agisindan Tiirkiye su
tirtinleri Uiretimi i¢in oldukga yiiksek bir potansiyele sahiptir. Tiirkiye ii¢ tarafinda oldukga
verimli olan dort deniz kiitlesi ile sarilidir. Kuzeyde Karadeniz ve Marmara denizi, batida
Ege denizi ve Giineyde bulunan Akdeniz denizel iiretim agisindan Tiirkiye’ye oldukga biiyiik
bir potansiyel sunmaktadir. Ayrica i¢ sularin zenginligi tatli su tlirlerinin iiretimi ve
avlanmasi ici oldukga elverisli kosullar olusturmaktadir. Toplamda 33 nehir, 200 dogal gol,
822 baraj golii ve 507 golet barindiran Tiirkiye sucul kaynaklar agisindan bolgedeki en
zengin tilkelerden biri olmasi dolayasiyla biiyiik bir su triinleri liretim kapasitesi ve

potansiyeline sahiptir. (Arslan, G., 2021).

Tiirkiye’de su {iirlinleri tiretimi seksenli yillarin sonunda yetistiricilik faaliyetlerinin

de baslamasi ile bir ivme kazanmistir. Baslangicta kiiciik aile isletmelerinin alabalik iiretimi



ile baglayan bu trend daha sonra baraj gollerinde ag kafes iiretiminin baslamasi ile hiz
kazanarak Tiirkiye nin ¢esitli bolgelerine dagilmistir. Bu ve takip eden yillarda kafes ve yem
teknolojilerinin gelismesi ve alanda uzmanlarin ortaya ¢ikmasi ile hizli bir sekilde ilerleme
gostermistir. Sonug olarak 2019 yilinda denizde gergeklestirilen yetistiricilik ve i¢ sularin
uzun siiren baskin trendini geride birakarak iki katina ulagsmistir. 2019 yilinda
gerceklestirilen toplam yetistiricilik tiretimi ise 373,4 bin metrik tona ulagmistir ve bunun
265,9 tonu (% 68,82) denizlerde gergeklestirilen yetistiricilik faaliyetlerinden, 116,4 bin
metrik tonu da (% 31,18) i¢ sularda gergeklestirilen yetistiricilik faaliyetlerinden elde
edilmistir Atalay, M. A., 2020).

Yeni tiirlerin liretimi devlet tarafindan desteklenmesine ragmen alabalik, ¢ipura ve
levrek halen en ¢ok iiretilen tiirlerdir. I¢ sularda gerceklestirilen alabalik iiretimi 2010 ve
2019 yillar1 arasindaki periyotta 2013 yilina kadar artis gostermesine ragmen 2014 yilinda
az da olsa bir azalim trendi seyretmis ve 101 bin metrik ton civarinda kalmistir, takip eden
2015 ve 2016 yillarinda da bu oranda iiretilmeye devam etmistir. Alabalik liretimi i¢ sularda
2018 yilinda 104, 9 bin metrik tona 2019 yilinda ise 116,1 metrik tona ulasmistir. Denizde
alabalik tiretimi ise cogunlukla Karadeniz’de yapilmaktadir. 2010 yilinda 7,1 bin ton iiretim
gerceklestirilirken bu oran 2019 yilinda 9,7 tona kadar ulagsmistir. Son yillarda uluslararasi
pazarda Karadeniz alabaligina (Tiirk somonu) olan ilgi olduk¢a artmistir, bu da Karadeniz

alabaliginin iiretim oraninin artisina sebebiyet vermektedir (TUIK, 2020).

1.3. Diinyada Uretilen Salmonidae Tiirleri ve Uretim Oranlar

Salmon ismi Salmonidae familyasina ait baliklar i¢in kullanilan ortak bir isimdir
(Atlantik salmon, Pasifik salmon vb.) ve familyanin diger {iyeleri ise alabalik olarak
isimlendirilmektedir (Kahverengi alabalik, Deniz alabalig1 vb.). Salmon tiirleri genellikle
anadrom 6zelliktedir (tath suda dogarlar ve denizlere go¢ ederler, daha sonra {iremek icin
tekrar tatli suya donerler). Diinyanin salmon iiretiminin % 69’unu yetistiricilik yoluyla elde
edilmektedir. Salmonid tiirlerinin tiiketimi i¢erigindeki yiiksek protein, omega-3 yag asitleri,
vitamin ve mineraller dolayisiyla oldukea saglikli kabul edilmekte ve tesvik edilmektedir

(Atalay, M. A., 2020).



Diinyada salmonid tiirlerinin ( Somon, Alabalik ve Smolt) iiretimi 90’larda avcilig
geemis ve giiniimiizde genel itibari ile yetistiricilik yolu ile elde edilmektedir. 2018 yilinda
yetistiricilik yoluyla elde edilen ve global pazara sunulan salmonid tiretimi % 69’u bulmustur

(FAO 2020).

Salmonid tiirlerinin kiiresel tiretimi 2016 yilinda % 2 azalarak 3,3 milyon tona
gerilemistir. Diinyanin en 6nemli iireticilerinin arasinda olan Norveg¢ (global iiretimin %
37’s1) ve Sili’nin (% 22’s1) yasadigi liretim sorunlari diistik arza sebep olmustur (FAO 2018).
Bu durumu takiben 2020 ve 2021 yillarinda kiiresel pandemi Covid-19 yiiziinden iiretimde
azalmalara ve fiyatlar konusunda da dalgalanmalara devam etmistir. Genel olarak Diinyada
hacim ve deger kaybeden salmonid tiirleri tiikketicinin tiiketim aligkanliklarinin degismesi ile

hazir ve donmus tiriinlere dogru bir degisim gostermistir(FAO 2022).

1.4. Karadeniz Alabahg:

1.4.1. Tir: Salmo labrax PALLAS, 1811

Deniz alasi, Karadeniz alabalig1 ya da Karadeniz somonu olarak da bilinen Salmo

labrax Avrupa ve Asya’min Karadeniz’e dokiilen akarsularinin bir¢ogunda ayrica,

Makedonya vardar nehrinin {ist kistmlarinda da bulunmaktadir.

Sekil 1. Karadeniz alabalig1 (Salmo labrax L.) (Cakmak, E., 2008)

Yapilan calismalar sonucunda denizden go¢ gerceklestirdiklerinde boyutlar1 100cm
ve 16 kg’1 bulan bireylere rastlanmistir. Ayrica literatiirde bu tiiriin deniz, dere ve gol

ekotipleri olduguna deginilmektedir (Pavlov, D. S., 2010).



Yapilan c¢aligmalar sonucunda deniz ekotipinde goriilen bireylerin smoltlasma
sonrasindaki donemde giimiise ¢alan bir renk aldiklar: bildirilmistir ve bu bireylerin diger
ekotiplere kiyasla daha biiyiik boyutlara ulastiklar1 bildirilmistir. Deniz ekotipi Giircistan ve
Tiirkiye'nin (lyidere, Solakli, Baltaci, Kapistre, Siimer, Firtina ve Caglayan) baz
akarsularinda bulundugu son dénemde yapilan ¢alismalarda sayilarindaki azalmaya dikkat

¢ekerek bildirilmistir (Cakmak, E., 2010).

Karadeniz alabalig1 genel olarak yasamlarinin ¢ogunlugunu ve beslenme periodunu
denizlerde gecirmektedirler. Kis aylarinda iireme donemlerine geldiklerinde ise Karadeniz’e
baglanan nehirlere girerek Ozellikle cakilli ve taslik alanlarda yumurtalarini birakir.
Karadeniz alabalig1 ilkbaharda smolt sonbaharda ise lireme goclerini tatlisu ile deniz

arasinda yapmaktadirlar. (Svetovidov, A.N., 1984; Geldiay, R., 1996).

Bu tiiriin g6l ekotipine gelinecek olursa, hayatlarinin biiyiik cogunlugunu géllerde ve
duragan sularda gecirmektedirler. Bu nedenden dolayi iireme ve beslenme i¢in gé¢ davranisi
sergilemezler. Bu tiir davranis gosteren Karadeniz alabaliklar1 genel olarak gél ekotipi (Natio
lacustris) olarak adlandirilmaktadirlar. Bunun yaninda bazi akarsular ve onlarin kollarina
yerleserek tiim hayat dongiisiinii burada gergeklestiren tatli su ekotipleride bulunmaktadir.
Karadeniz alabaliginin bu tiirleri, deniz ve akarsulara go¢ etmezler fakat bulunduklar akarsu
ekosistemi dahilindeki kaynak, yan kollar ve dere agizlar1 arasinda kisa stireli go¢ hareketleri
gosterebilmektedirler. Akarsu iizerinde gerek beslenme gerekse lireme amaciyla asag1 yukari
havzalar arasinda goc¢ hareketleri sergilerler bu tip ekotipler ise dere ekotipi olarak

adlandirilmaktadir (Slastenenko, E.P., 1956; Geldiay, R., 1996).

1.5. DNA dizileme teknolojileri

Watson ve arkadaslarinin 1953’de dort Deoksiribo niikleik Asit (DNA) bazindan {A,
T, C, G} olusan ¢ift sarmalli yapinin kesfi ile genomik dizilerin kodunun ¢oziilmesine ve
organizmalarin DNA kompozisyonunun ortaya cikarila bilmesine imkan saglamistir
(Watson, JD, 1953). Bu kesif DNA sekanslama teknolojilerinin gelistirilmesinin kapisinida
aralamis ve DNA bilesimini kullanarak diinyadaki tiim biyolojik yasamin kodunu anlama ve
sifresini ¢ozme, genetik hastaliklar1 anlama ve tedavi etme imkanlarini saglamistir (Le

Tourneau, C, 2015). Sekanslama teknolojilerinin ortaya ¢ikisi organizmalarin genomik



dizilerinin analizinde 6nemli bir rol oynamistir. Sekanslama sonucunda olusan veriler DNA
dizileri olarak elde edilmektedir (Shendure, J., 2008) ve bes harften olusan bir alfabede
okuma ad1 verilen dizelerdir {A, T, C, G, N}. Okumalarda kullanilan N sembolii belirsizligi
temsil etmek i¢in kullanilir. Bu teknoloji 1977'de Cambridge iiniversitesinden Sanger ve
arkadaslar1 ve Harvard iiniversitesinden Maxam ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir
(Sanger, F., 1977) ve 1980 yilinda kimya alaninda Nobel o6diiliine layik gortilmiistiir
(Maxam, A. M., 1977). Bu kesifle birlikte canlilarin genetik yapisinin incelenemesinin yolu
acilmis ve baska bilim insanlarinin da yeni daha hizli ve verimli dizileme teknolojileri
gelistirmesi i¢in ilham kaynagi olmustur. Sanger dizileme, yiliksek verimliligi ve diisiik
radyoaktivitesi nedeniyle en ¢cok uygulanan dizileme teknigi haline gelmistir (Pareek, C. S.,

2011) ve "Sanger Dizileme Teknolojisi" olarak ticarilestirilmis ve otomatiklestirilmistir.

1.5.1 Birinci Nesil Dizileme

Sanger sekanslama yontemi (Sanger, F., 1977) birinci nesil bir dizileme teknolojisi
olarak kabul edilmekte ve 1970'lerden giiniimiize kadar yaygin olarak kullanilmaktadir
(Metzker, M.L., 2010). Bu teknoloji 2001 yilindan bu yana yaygin olarak kullanilmaktadir
ve ilk insan genomu dizileme projesi bu yontem kullanilarak gergeklestirilmistir (Daly, M.J.,
2001, Venter, J.C., 2001). Bu teknoloji, birka¢ yiiz niikleotite kadar olduk¢a uzun diziler
iretebilmekte ve yiiksek dogrulama oranina sahip diziler elde edilmesine olanak
saglamaktadir. Sanger teknolojisi yaygin kullanilan ve iyi sonuglar saglamasinin yaninda
bazi dezavantajlara da sahiptir. Bunlar, sekans verilerini olusturmak i¢in gereken siirenin
yani sira, yiksek hacimlerde veri iiretmenin toplam maliyetini diislirmek icin siireci
paralellestirme yeteneginin sinirli olmasi olarak siralanabilir (Daly, M.J., 2001, Venter, J.C.,

2001).

1.5.2. ikinci Nesil Dizileme

Ikinci Nesil Dizileme (SGS) teknolojisi, ilk olarak 2005 yilinda 454 Life Sciences
tarafindan gelistirilerek kullanima sunulmustur (http://www.454.com, Margulies ve
digerleri, 2005). Ayn1 dénemde 2006 yilinin sonlarina dogru Solexa tarafindan Genome
Analyzer adli bagka bir SGS platformu piyasaya siiriilmiistiir. Solexa, bu platformun

yayinlanmasindan kisa bir siire sonra [llumina tarafindan (Illumina, 2021) satin alinmistir.


http://www.illumina/

Ikinci Nesil dizileme yontemleri, artan kalite ve okuma uzunlugu ile daha diisiik bir fiyat ve
daha yiiksek hiz ile siirekli olarak artan hacimlerde dizi verileri lireterek DNA ve RNA
dizilemesini hizlandirmistir (Metzker, M.L., 2010). Genom basina maliyet 2001'de 100
milyon dolar iken 2021 yilinda bu rakam 1,000 dolara kadar diigmiistir (Genome

sequencingcosts, 2021).

Basgka bir ikinci nesil dizileme platform olan Roche'un 454 GS FLX Titanyum
teknolojisi (Margulies M., 2005) bir giinde 1.000 niikleotit uzunlugunda bir milyon okuma
tiretebilme olanagi saglamaktadir. En yaygin kullanilan platyformlardan olan Illumina'nin
HiSeq2000 sekanslama yontemi, yaklasik 10 giin i¢inde 150 niikleotitlik bir okuma
uzunluguyla 600 milyar niikleotid dizi verisi liretebilme kabiliyetine sahiptir. Ayrica yine
[llumina’ya ait olan MiSeq sekanslama teknolojisi, 300 b¢ uzunluga kadar eslestirilmis
okumalar iiretebilmektedir (Illumina, 2020). 1k kiitiiphaneye eslestirilmis u¢ (Paired-end)
denmektedir ve maksimum ekleme boyutu 1 Kb¢'min altinda olan eslestirilmis okumalar
iiretebilmektedir. ikincisi ise es ¢ifti (Mate-end) olarak adlandirilmaktadir ve yaklasik 20

Kbg¢'den daha az maksimum ekleme boyutuyla okumalar tiretebilmektedir.

Life Technologies'in ilk ikinci Nesil dizileme teknolojisi, su anda kullanimdan
kaldirilmistir, bu teknoloji Polonator teknolojisine dayanmakta ve SOLiD olarak
adlandirilmakta olan bu teknoloji, 75 niikleotide kadar okuma uzunlugu ve giinde 20
milyardan fazla niikleotit {retim kapasitesine sahipti. Life Technologies'in ikinci
platformlari ise, ¢alistirma basina 1 Gbg'ye kadar veri ile 400 bg'lik dizi okumalari lireten
Ion Torrent'tir. Life teknolojilerinin iciincii teknolojisi, 200 bg'ye kadar dizi okuma
uzunluklan iireten ve calisma basina yaklasik 10 Gb'lik bir is hacmine sahip olan Ion

Proton'dur (Valouev, A., 2008).

1.5.3. Ugiincii Nesil Dizileme

2000°li yillarin sonlarina dogru, Ikinci Nesil Dizilemeden daha biiyiik hacimli dizi
verileri ve daha uzun okumalar vaat eden yeni teknolojiler gelistirilmeye baslanmistir.
Pacific Biosciences''n SMRT (Tek Molekiil Ger¢gek Zamanli) dizileme teknolojisi, 10.000
b¢'nin {izerindeki genisletilmis bir parca lizerinde daha kisa okumalarin anlik gériintiilerini

alma potansiyeline sahip yaklasik 1.000 bg¢'lik okuma uzunluklari liretme kabiliyetine


http://www.illumina.com/

sahiptir. Oxford Nanopore, son yillarda USB boyutlu dizileme "MinlON"u ve tezgah {istii
dizileme cihazlar1"GridION"u tanmitimini1 gerceklestirdi. Yaklasik 50.000 baz uzunlugunda
son derece uzun okumalar iiretebilen, 'GridION' tiim insan genomunu 15 dakikada, MinION'
ise 60 dakikada dizileme kabiliyetine sahiptir. Fakat, bu nanopor teknolojilerin kullanimi

heniiz yaygin olarak gergeklesmemistir (Eid, J., 2009).

1.5.4. Sekans Analiz Araclan

ikinci Nesil Dizilemenin Kalite Kontrolii

NGS (Yeni Nesil Sekanslama) analizleri, 6zellikle amplikonlara dayali olanlar, ¢ok
sayida primerin aym reaksiyon kosullar1 altinda baglanmasindan dolay1 biiyiik zorluklar
yaratirken, kiitiiphane hazirligi, sekanslama ve biyoenformatik analizler gibi tekniki
degiskenler potansiyel yalnis sonuglara yol agabilmektedir (Vezzi, F., 2012) Ozellikle klinik
baglamda, NGS testinin her bir bileseninin laboratuvar protokollerinin ve kalite kontroliiniin
(QC) standardizasyonuna ydnelik stratejiler, gerekli degilse de oldukga arzu edilir. Referans
standartlar, NGS teknolojisinin klinik uygulamasindan once test sonuglarmnin analitik
gecerliligini saglamak i¢in 1slak laboratuvar (wet-lab) ve in silico NGS siireglerinin
degerlendirilmesi i¢in gereklidir. Referans DNA materyalleri, kalitatif ve kantitatif
ozellikleri O0lgmek icin dizilenebilen ve kararli, yeniden diizenleme kaynaklar1 olarak

kullanilabilen yapida olmalidir (Mardis, E. R., 2008).

Yukarida bahsedilen ikinci nesil sekanslama teknolojilerinin her birinin kendine 6zgii
hata profilleri bulunmaktadir. Roche GS FLX teknolojisi, niikleotitlerin homopolimer
dizilerini dogru bir sekilde yorumlamakta sorun yasar: genellikle bu bolgelerdeki dizi
¢iktisindan bazlarim siler veya ekler (Mardis, E.R., 2008). Ote yandan, Illumina siralama
teknolojisi, C'yi A ile ve G'yi T ile degistirme egilimindedir. Ayrica, Illumina dizisi
okumalarmin 3' ucuna dogru bazlar daha diisiik bir baz kalitesine sahip olabilmektedir
(Erlich, Y., 2009). ABI SOLiD dizileme teknolojisi kullanilarak iiretilen dizi okumalari,
okumalarin 3' ucuna dogru benzer sekilde daha diisiik kalite temellerine sahiptir (Flicek, P.,
2009). ABI SOLiD ve Illumina dizileme teknolojileri ayrica AT bakimindan zengin
tekrarlanan dizilerin diisiik dizi kapsamini iiretme egilimindedirler (Harismendy, O., 2009).

Ion Torrent kisisel genom makinesi (PGM), yanlis akis cagrilarindan (flow calls)



kaynaklanan ekleme/silme (indel) hata tiirlerine sahiptir. Referans genom, herhangi bir kalite
bilgisi icermeyen FASTA formatinda gelir. Ancak SGS verileri, igeri aktarim temel kalite
bilgilerini igeren (import base quality information ) FASTQ formatinda gelir. Hem FASTA
hem de FASTQ formatlar1 asagida agiklanmistir.

Fasta Formati

FASTA formati, bir biyolojik sekans karsilagtirma algoritmasi i¢in gelistirilmis ve
adin1 buradan almaktadir (Pearson, W.R., 1988). FASTA formati, giinimiize kadar DNA
veya amino asit dizilerini depolamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Referans genomlar

bile bu formatta saklanir.

FASTA dosyalar1 diiz metin olarak saklanir ve her zaman bir veya daha fazla sira
satirtyla takip edilen bir baglik satiriyla baslar. Baglik satirlari her zaman ">" simgesiyle
baslar ve ardindan dogrudan asagidaki sira satirlarini agiklayan metin gelir. Genellikle tiim
satirlarin 80 karakterden kisa olmasi 6nerilmektedir (Sekil 2.). Dizi satirlarinin uzunlugu 80
karakterden uzun oldugunda, diziler birden ¢ok satira boliiniir. Ancak, baglik satirt hi¢bir
zaman birden ¢ok satira boliinmez. Birden fazla baslik ve dizi igeren FASTA dosyalari, ¢oklu

FASTA dosyalar olarak adlandirilir.

>seql
GTACGACGGAGTGTTATAAGATGGGAAATCGGATACCAGATGAAATTGTGGATCAGGTGCAAAAGTCGGC
AGATATCGTTGAAGTCATAGGTGATTATGTTCAATTAAAGAAGCAAGGCCGAAACTACTTTGGACTCTGT
CCTTTTCATGGAGAAAGCACACCTTCGTTTTCCGTATCGCCCGACAAACAGATTTTTCATTGCTTTGGCT
>seq2
ACAAGATGCCATTGTCCCCCGGCCTCCTGCTGCTGCTGCTCTCCGGGGCCACGGCCACCGCTGCCCTGCC
CCTGGAGGGTGGCCCCACCGGCCGAGACAGCGAGCATATGCAGGAAGCGGCAGGAATAAGGAAAAGCAGC
CTCCTGACTTTCCTCGCTTGGTGGTTTGAGTGGACCTCCCAGGCCAGTGCCGGGCCCCTCATAGGAGAGG

Sekil 2. Coklu FASTA dosyast ornegi.

FASTQ Formati ve Siralama Hatalarimin Gorsellestirilmesi

Wellcome Trust Sanger Enstitiisii, siralt okumalari kaliteyle birlikte depolamak i¢in

standart FASTA formatimin (FASTQ) degistirilmis bir versiyonunu icat etmistir. Hem

FASTA hem de FASTQ, dizi verilerini diiz metin olarak saklanmasina olanak saglamaktadir.



[lk satir “@” ile baslar ve kayit tanimlayici olarak kullanilir. Ikinci satir okuma sirasini igerir.
Ucgiincii satir, okuma dizisinin sonunu belirtmek i¢in “+” igerir. Son satir, okunan sekansin

kalitesini i¢erir. Bu formatin 6rnegi asagidaki figiirde gosterilmistir (Sekil 3).

@HWUSI-EAS762_0026:3:120:16408:21310£0/1
TAGGAGTTGGGATGAAGAAGTTATCCCAGTTTCAANNCAGGNGATTCCAGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
+HWUSI-EAS762_0026:3:120:16408:21310%0/1
ffef*ggea_faRfcfddffffWfggfzgcdaacBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB
@HWUSI-EAS762_0026:3:120:16469:2130540/1
CTCGTATACTCCCACTTAGAAAAATCTTCATTATTGTAATCGAGTTTTTAGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
+HWUSI-EAS762_0026:3:120:16469:21305#0/1

hhhhehghegfhhhheha[\ffft efhahhhfth_ftfffdhWetfff BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB

Sekil 3. Coklu FASTAQ dosya formati1 6rnegi

Sekans islemi sirasinda Phred adli bir program, bir bazin ne zaman yanlis
olabilecegini algilar ve bunu bir kalite puan1 olarak kaydeder. Phred kalite skoru (Ewing, B.,
1998) tarafindan Sanger sekanslama i¢in gelistirilmis ve daha sonra ikinci nesil sekanslama
dizilerine uygulanmistir.

Phred puanlar1 agagidaki formiille hesaplanmaktadir:

q = _1010g10 P

Phred kalite puan1 q, temel baz ¢cagirma olasiliklari p ile logaritmik olarak iligkili bir
ozellik olarak tanimlanir. Boylece, yiizde birlik bir hata oram (p = 0.01), 20'lik kayith bir
kalite puanina karsilik gelir. Kalite puaninin degeri tipik olarak tek ASCII karakterlerinden
olusan bir dizi olarak kodlanir. Dizideki her baz i¢in bir ASCII karakteri vardir.

ASCII karakterleri ile Phred kalite puanlari arasindaki iliskide bu formatlar
arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (Tablo 1), (Cock, P.J., 2010). Ne yazik ki, FASTQ,
kalite puani i¢in hangi formatin kullanildigina dair herhangi bir bilgi icermemektedir. Bu {i¢
format arasinda ayrim yapabilmek i¢in bir takim araglar gelistirilmistir. Boyle bir arac,

asagida aciklanan FastQC'dir.

FastQC, sekanslayicidan veya baslangi¢ kiitliphane materyalinden kaynaklanan

sorunlar1 bulabilen bir kalite kontrol raporu saglayan yiiksek verimli sekans verileri i¢in bir
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kalite kontrol aracidir. Bu sorunlar daha sonraki analizleri etkileyebilir. Ayrica, sekanslama
caligmasinin genel kalitesi hakkinda fikir veren okuma konumuna karsi ortalama kalite
puaninin kutu grafigini de saglar (Sekil 4). FastQC, az sayida FastQ dosyasinin analizi i¢in
bagimsiz bir etkilesimli uygulama olarak ¢aligir. Bununla birlikte, ¢cok sayida dosyanin
islenmesi icin etkilesimli olmayan bir modda da c¢alisir. 100b¢ okumalar i¢in okuma
kalitesinin baz pozisyonuna kars1 kutu grafigi asagida goriilmektedir. Ttim SGS platformlari,

okumalarin uglaria dogru hata oraninda bir artis gostermektedir (Sekil 4).

Tablo 1

ASCII karakterleri ile Phred kalite puanlar iligkisi
Tanim ASCII Karakterleri Kalite Skoru
Aralik Offset Aralik
Sanger 33-126 33 0-93
Solexa/Illumina 59 -126 64  -67
[llumina 1.3+ 64 - 126 64 0-62

[llumina 1.8+ = Sanger 33 - 126 33 0-93

Illumina 1.8+ ise Sanger ile aynidir. Diger siitunlar kalite dizesinde izin
verilen ASCII karakter aralig1 ve ASCII kodlama ofsetidir. Son siitun olasi

puan araligini agiklamaktadir (Cock, P.J., 2010).

Quality scores across all bases (llumina 1.5 encoding)

g-----!!5!55555============iiiiiiiii-.|||||.||
: e

14 T

32
20
28
26
24
22

20
18

16
14
12

= N N N 1]

12324567 8% 12-13 18-1% 24-25 320-31 26-37 42-43 48-49 54-55 &0-61 &6-67 72-73 78-79
Pasition in read (o)

Sekil 4. Okuma kalitesinin baz pozisyonuna karsi kutu grafigi.
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1.6. Islahta genomik teknolojiler

Hem aile i¢i hem de aileler aras1 degiskenligi kullanma ve aile diizeyinden ziyade
bireye dayali secim yapma yetenegi, genetik belirteglerin [geleneksel olarak mikrosatallit
isaretleyicileri ve son zamanlarda da tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler)] son yillarda
hayvancilik ve bitki 1slah programlarinda popiiler hale gelmesine neden olmustur. Bu,
ozellikle fileto kalitesi gibi karkas ozellikleri secilirken faydali olurken ayni zamanda
bireysel performansa dayali se¢imin miimkiin olmadigi hastalik direncindeki iyilestirmeler
icin secim yaparken de faydali olmaktadir Bunun nedeni, bireyin bir patojenle enfeksiyona
tepkisinin, bireyi patojene maruz birakmadan, markér genotipine dayali olarak
cikarilabilmesidir. Ayrica, genetik bilgi dogumda veya en azindan DNA toplanabildigi anda
mevcuttur ve seg¢ilim potansiyel olarak bir bireyin yasam dongiisiiniin daha erken
donemlerinde gerceklesebilir. Tam bilgilendirici belirteclerin (yani popiilasyon diizeyinde
direnci tahmin edebilen ve aile i¢i varyasyonu yakalayabilen belirtecler) tanimlanmastyla,
aile temelli meydan okuma testlerine duyulan ihtiya¢ azalabilir ve hatta artik gerekli
olmayabilir. Bu, hastaliga maruz kalma nedeniyle baliklarin yasadigi stres seviyelerini
azaltacak ve nihai ekonomik degeri olmayacak olan meydan okuma caligmalarinda
kullanilan bireylerin yetistirilmesi ve bakimu ile ilgili maliyetleri azaltacaktir (Meuwissen,

T., 1996; Haley, C.S., 1998; Sonesson, A., 2005).

Bunun nedeni, bir bireyin bir patojen ile enfeksiyona verdigi tepkinin, bireyi patojene
maruz birakmadan, belirte¢ genotipine dayali olarak ¢ikarsanabilmesidir.Dahasi, genetik
bilgi dogumda veya en azindan DNA toplanir toplanmaz elde edilebilir ve se¢ilim potansiyel
olarak bireyin yasam dongiisiinde daha erken gerceklesebilir. Tamamen bilgilendirici
belirteclerin (yani, popiilasyon diizeyinde direnci tahmin edebilen ve aile i¢i varyasyonu
yakalayabilen belirtegler) tanimlanmasiyla, aile temelli zorlama testlerine olan ihtiyag

azalabilir ve hatta artik gerekmeyebilir. (Meuwissen, T., 1996; Goddard, M.A:, 2010).
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1.7.Tiim Genom Dizileme [Whole Genome Sequencing (WGS)]

Tiim genom dizileme, bir bireyin genetik varyasyonunun en kapsamli koleksiyonunu
ortaya konmasini saglamaktadir. Son yillarda dizileme teknolojisinin diisen maliyetleriyle
birlikte, mikrodizi tabanl genotipleme ¢alismalarindan ¢ok tiim genom dizilemesine dogru

bir ge¢is olacagi dngoriilmektedir.

Gilinlimiizde, tiim genom iliskilendirme ¢aligmalari, insan popiilasyonundaki yaygin
genetik varyasyonun ¢ogunu yakalayan SNP mikro dizilerini kullanarak ozelliklerin ve
hastalik duyarliliklarinin genetik temelini belirlemeyi amaglamaktadir. Bir¢ok hastalik i¢in
risk varyantlar1 tanimlanmistir. Bununla birlikte, sadece birkag 6nemli istisna disinda
(6rnegin, yasa bagh makula dejenerasyonu, Tip 1 diyabet), risk varyantlar1 genellikle var
oldugu bilinen genetik riskin sadece kiigiik bir kismin1 agiklamaktadir. Bu gozleme katkida
bulunmas1 muhtemel birkag faktor vardir. Yaygin varyantlarin bir fenotip iizerinde yalnizca
kiiciik etkileri olabilir veya epistatik veya epigenetik etkiler nedeniyle degisken penetransa
sahip olabilirler. iki ek faktor ise nadir varyantlar ve kopya sayis1 varyantlaridir (CNV'ler).
Bu tiir genomik varyasyonlarin hastalik fenotipleri lizerinde dnemli etkilere sahip olabilecegi

bilinmektedir (Cohen, J. C., 2004; Estivill, X., 2007).

1.8. Molekiiler Genetik Markorler

Tiirlerdeki genetik cesitlilik, bir organizmanin degisen bir ¢evreye uyum saglama
kabiliyetini artirabilir ve bu da tiirlerin hayatta kalmasina yardimci olur. Arastirmalarda,
genetik ¢esitlilik evrimin anlasilmasina, genetik iyilestirmelere ve dogal kaynaklarin
yonetimine yardimei olur (Chauhan, T., 2010). Yabani lireme hiicrelerinden (germplasm)
yeni ve uygun Ozellikler getirilerek yeni genetik varyasyon kaynaklar1 yaratilabilir.
Molekiiler genetik belirtecler, tiirleri gelistirmek icin genetik varyasyonun anlasilmasina
yardimci olabilmektedir. Balik yetistiriciliginde amag, verimliligi artirmak ve tiirlerini daha
zorlu kosullara adaptasyonunun saglanip yetistiriciliginin yapilabilmesidir. Bunlari
yapabilmek i¢in 1slah1 yapilacak yeni tiirlerin iretimine olanak saglayacak yeterli ¢esitlilige
sahip olmasi gerekir. Genom tabanli belirtegler, cevreden etkilenmemeleri, test edilmelerinin
nispeten kolay olmasi ve yiliksek oranda kalitsal olmalar1 nedeniyle fenotipik belirteglere

gore avantajlara sahiptir. Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP) markérleri ilk
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olarak kullanilan yOntemler arasindadir ve bunu Amplified Fragment Length
Polymorphisms (AFLPs) izlemistir. Baslica kiiltiir tiirleri i¢in bircok Basit Dizi Tekrarlari
(SSR) markori kullanilmistir (Liu, Z.J., Cordes, J.F., 2004). Bununla birlikte, Tek Niikleotid
Polimorfizm (SNP) markdrleri ve baglantili teshis markdrleri ile yiiksek verimli
genotiplemenin gelistirilmesi artik daha etkili molekiiler 1slah i¢in kullanilmakta ve genomik

secim i¢in firsatlar yaratmaktadir (Askari, G.H., 2013).

1.8.1 Allozym Markorler

Allozim lokuslarinin analizi popiilasyon genetiginin incelenmesinde popiiler
yaklagimlar ve baliklarda stok yapisi sorularinin ele alinmasinda en c¢ok uygulanan
analizlerden biri olmustur (Suneetha, B.K., 2000). Teknik olarak hizlidir, nispeten ucuzdur
ve icindeki varyasyon seviyesinin bagimsiz tahmini kapsamli bir morfolojik ve nicel
arastirmaya olanak saglamaktadir (Menezes M.R., 1993). Izohyetler yapisal olarak farklidir
bir enzim sisteminin molekiiler formlar1 ile niteliksel olarak ayni katalitik fonksiyon
tarafindan kodlanan bir veya daha fazla lokusu ele almaktadir (Markert, C.L., 1959). Farkli
lokuslar tarafindan kodlanan izohyetler ayni gen lokusunun alelleri, "allozimler" veya
"alloenzimler" olarak adlandirilir (Starck, M.G., 1998). Amino asit farkliliklar farkl alel
formlarinin polipeptit zincirinde bir enzim, altta yatan DNA dizisindeki degisiklikleri
yansitir. Amino asit degisikliklerinin dogasina bagli olarak, ortaya ¢ikan protein {iriinleri,
elektrik alanina maruz birakilan bir jelden gecirildiginde farkli oranlarda (ylik ve boyut
farkliliklart nedeniyle) go¢ edebilir. Alellerin goreceli frekanslarindaki farkliliklar, genetik
varyasyonu Ol¢gmek ve popiilasyonlar, tiirler ve daha yiiksek taksonomik tanimlamalar
diizeyinde genetik birimler arasinda ayrim yapmak icin kullanilir. Allozimlerle iligkili
dezavantajlar arasinda ara sira goriilen heterozigot eksiklikleri yer alir null (enzimatik olarak
inaktif) aleller ve hassas doku Orneklerinin kalitesinin yan1 sira miktarina da baglidir. Buna
ek olarak, DNA dizisindeki bazi degisiklikler protein seviyesinde maskelenerek tespit
edilebilir ve varyasyon seviyesini azaltir. Niikleotid dizisindeki baz1 degisiklikler kodlanan
polipeptidi degistirmez (sessiz siibstitiisyonlar) ve bazi polipeptid degisiklikleri proteinin
elektroforetik jel i¢indeki hareketliligini degistirmez (esanlamli siibstitiisyonlar). Su anda
birkag¢ yiiz genetik lokusu temsil eden 75 izozim sistemi bilinmektedir (Murphy, R.W.,

1996). Kodominant belirte¢ olarak giicii, kullanim kolaylig1 ve diisiik maliyeti ile allozim
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belirtegleri popiilasyon yapist ve filogenetik caligmalarda popiilerdir, ancak su iriinleri

genetiginde sinirl bir rolii vardir.

1.8.2. Mitokondrial DNA Markorler

Mitokondriyal DNA (mtDNA) analizi, organizmalarin son popiilasyon ve filogenetik
arastirmalarinda giderek daha fazla kullanilmaktadir. Omurgali tiirleri {izerinde yapilan
caligmalar genellikle dizi farkliliginin mitokondriyal DNA'da niikleer DNA'dan daha hizli
biriktigini gostermistir (Brown, W.M., 1985). Bu durum, mtDNA'da replikasyon sirasinda
onarim mekanizmalarinin eksikliginden kaynaklanabilecek daha hizli bir mutasyon oranina
ve haploid mitokondriyal genomun kati maternal kalittmi nedeniyle daha kiiciik etkili
popiilasyon boyutuna baglanmistir (Birky, C.W., 1989). Hizli evrim orani nedeniyle,
mtDNA analizinin yakin akraba tiirler arasindaki iliskileri agikliga kavusturmada yararl
oldugu kanitlanmigtir. Mitokondriyal genomun farkli boliimlerinin farkli oranlarda
evrimlestigi  bilinmektedir (Meyer, A., 1993). Molekiiliin replikasyonunun ve
transkripsiyonunun baglatildig1 yaklasik 1 kb kontrol bolgesi (D-loop) disinda neredeyse tiim
mtDNA molekiilii transkribe edilir. Genel olarak, D-loop gibi kodlama yapmayan
segmentler muhtemelen islevsel kisitlamalarin azalmasi ve seg¢ilim baskisinin gevsemesi
nedeniyle kodlama dizilerine gore Sitokrom b geni gibi, yiiksek diizeyde varyasyon sergiler
(Brown, J.R., 1993),. Mitokondriyal genomdaki 16S rRNA geni en yavas evrimlesen
genlerden biri iken, hizla evrimlesen bolgeler kontrol bolgeleri olarak degerlendirilir (Chow,
S., 1997, Gold, J.R.,1997). Mendelci olmayan kalitim sekli nedeniyle, mtDNA molekiilii tek
bir lokus olarak kabul edilir (Avise, J.C., 1994). Ayrica, mtDNA maternal olarak
kalitildigindan, mtDNA verilerinden tiiretilen filogeniler ve popiilasyon yapilari, cinsiyete
bagli goc veya segilim (Brown, W.M., 1985) veya introgression (Chow, S., 1995) varsa
niikleer genomun tam resmini yansitmayabilir. mtDNA belirteglerinin analizleri, ¢esitli
omurgalilarda stok yapisini arastirmak i¢in kapsamli bir sekilde kullanilmistir baliklar
(Avise, J.C., 1986, Heist, E.J. 1999), kuslar (Baker, A.J., 1997, Zink, R.M., 2000), memeliler
(Menotti-Raymond, M. 1993) ve stiriingenler dahil (Avise, J.C., 1998, Shanker, K.,2004).

15



1.8.3. Rastgele Amplifikasyonlu Polimorfik DNA (RAPD) Belirtecleri

RAPD belirtegleri, fenotipik diizeyde sec¢ilime giiglii bir sekilde yanit vermeyen
genomun daha az islevsel boliimlerinin ¢ogaltilmig iiriinleridir. Bu tir DNA bdélgeleri,
popiilasyonlar aras1 genetik farklilasmay1 degerlendirme potansiyeli ile daha fazla niikleotid
mutasyonu biriktirebilir. Genomik DNA'nin rastgele niikleotid dizisi primerleri ile PCR
yoluyla amplifikasyonu olan RAPD, yiiksek seviyelerde DNA polimorfizmlerini tespit
edebilir (Williams, J.G.K., 1990, Welsh, J. 1990). Teknik, kodlamanin yan sira kodlamayan
DNA dizilerini de tespit eder ve en bilgilendirici polimorfik dizilerin ¢ogu, genomdaki

tekrarlayan (kodlamayan) DNA dizilerinden tiiretilenlerdir (Haymer, D.S.,1994).

Ciinki omurgali niikleer genomunun % 901 kodlanmayan bodlge oldugundan,
cogaltilan lokuslarin ¢gogunun segici olarak nétr olacagi varsayilmaktadir. RAPD lokuslari
Mendel belirtegleri olarak kalitilir, baskin sekilde ve var/yok olarak puanlanir. RAPD'ler
PCR tabanli bir markoriin tiim avantajlarina sahip olmakla birlikte primerlerin ticari olarak
mevcut olmasi ek bir avantajdir ve sekansi veya genom organizasyonu, hedef DNA hakkinda
onceden bilgi sahibi olmay1 gerektirmez. RAPD'lerin diger avantajlari arasinda ¢ok sayida
lokusun ve bireyin ayni anda taranabilmesinin kolaylig1 yer almaktadir. Bu tip markdrlerin
eksiklikleri arasinda lokuslarin Mendel kalitimin1 gostermenin zorlugu ve homozigotlar ile
heterozigotlar1 ayirt edememe de yer almaktadir. Analiz prensibi, incelenen popiilasyonlarin
Hardy-Weinberg beklentilerini takip ettigi varsayimina dayanmaktadir. Buna ek olarak,
paralog PCR iiriiniiniin varlig1 (ayn1 uzunluklara sahip olan ve bu nedenle tek bir lokus gibi
goriinen farkli DNA bélgeleri), PCR amplifikasyonunda kullanilan diisiik tavlama sicakligi
nedeniyle diisiik tekrarlanabilirlik, bu markoriin balik¢ilik biliminde uygulanmasini

siirlamistir (Wirgin, L.I. 1994).

1.8.4. Mikrosatelit Markorler

Mikrosatellitler, boyutlar1 1 ila 6 baz ¢ifti arasinda degisen tandem olarak
diizenlenmis basit dizi tekrarlarinin (SSR'ler) birden fazla kopyasindan olusur (6rnegin,
ACA veya GATA (Tautz, D., 1989; Litt, M., 1989). Bugiine kadar incelenen tiim tiirlerde
bol miktarda bulunan mikrosatelit motiflerinin baliklarda her 10 kb'de bir en az bir kez olmak

lizere sikca goriildiigii tahmin edilmektedir (Wright, J.M. 1993). Mikrosatellitler genomda
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tiim kromozomlarda ve kromozomun tiim bolgelerinde esit olarak dagilma egilimindedir.
Ancak, tiim genom dizilemesinden elde edilen veriler bu ifadeyle biraz ¢elismektedir. Gen
kodlama bolgelerinde (Liu, Z.J., Li, P., 2001), intronlarda ve gen dis1 dizilerde de
bulunabilmektedirler. Cogu mikrosatellit lokusu nispeten kiicliktiir, birkag ila birka¢ yiiz
tekrar arasinda degisir. Spesifik mekanizmalar ne olursa olsun, bir popiilasyondaki lokus
tekrar {nitelerinin sayisindaki degisiklikler her bir mikrosatellitte ¢ok sayida alel ile
sonuclanabilir. Mikrosatellitler, kodominant belirtecler olarak Mendel tarzinda kalitilmastir.
Mikrosatellitlerin, diger belirteclerde neredeyse hi¢ varyasyon gostermeyen birkag tiirde
bilgilendirici oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, mikrosatellit belirte¢lerin kullanimi1
biiylik miktarda 6n yatirim ve ¢aba gerektirir. Her bir mikrosatellit lokusunun tanimlanmasi
ve PCR primerlerinin tasarlanmasi i¢in yan bdlgelerinin dizilenmesi gerekmektedir.
Replikasyon sirasinda polimeraz kaymasi nedeniyle, kiigiik Belirli bir mikrosatellitin alelleri
arasindaki boyut farkliliklar1 lokusundan olusan bir lokusta 2 bg kadar kiigiik bir di-niikleotid
tekrarlart miimkiindiir. Mikrosatellitler son zamanlarda ¢ok cesitli genetik arastirmalar

acisindan son derece popiiler bir isaretleyici tiirii haline gelmistir (Taylor, A.C., 1994).

1.8.5. Tek Niikleotid Polimorfizmi (Single Nucleotide Polimorphism)

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), bir lokus igindeki belirli bir niikleotid
pozisyonunda alternatif bazlar iceren farkli alellere yol agan nokta mutasyonlarinin neden
oldugu polimorfizmleri tanimlar. SNP'ler, herhangi bir organizmanin genomunda (kodlayan
ve kodlamayan bolgeler) en bol polimorfizmi temsil ettikleri, otomasyona uyarlanabildikleri
ve diger belirtegler ve yontemlerle tespit edilemeyen gizli polimorfizmi ortaya ¢ikardiklari
icin molekiiler belirteg gelistirmede odak noktasi haline gelmektedir (Chauhan, T.,2010, Liu,
Z.].,2004). Teorik olarak, bir lokus i¢cindeki bir SNP, her biri SNP bolgesinde iki olasi baz
ciftinden birini igeren iki alel tiretebilmektedir. Bu nedenle SNP'ler bi-alelik olarak kabul
edilmistir. SNP belirtegleri es baskin belirtegler olarak kalitilir. SNP kesfi icin SSCP analizi
(Hecker, K.H., 1999), heteroduplex analizi ve dogrudan DNA dizileme dahil olmak iizere
cesitli yaklasimlar kullanilmistir. DNA dizileme, SNP kesfi icin en dogru ve en c¢ok
kullanilan yaklasim olmaktadir. Bununla birlikte, SNP'lerin sinirlamalar1 yoktur, ancak bazi
uygulamalarda (6rnegin akrabalik) marjinal ek veya hatta daha az fayda saglayabilmektedir

(Chauhan, T., 2010).
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Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), atasal mutasyonlardan kaynaklanan ve tek
DNA niikleotidinde meydana gelen farkliliklardir. Genom boyunca yaygindirlar, belirleyici
ve bir tir molekiiler isaretleyici olarak kullanilabilirler. SNP'ler, teknolojideki son
zamanlarda kaydedilen ilerlemeler sayesinde (son 10 yil kadar) birgok ¢alisma tiiri i¢in bir
isaretleyici (marker) olarak benimsenmistir. Yiiksek verimli dizilemenin baslangici, daha
once tespit edilmesi cok zaman alan ve asir1 derecede pahali olan genom c¢apinda (genome-
wide) SNP'lerin kesfedilmesini saglamistir. Tek SNP alleller agisindan daha zengin
microsatalitlerle karsilastirildiginda daha az bilgi icermektedir bu nedenden dolay1 daha iyi
istatistiki bilgi elde edilebilmesi agisindan daha fazla SNP’nin elde edilmesi gerekliligi
oratya ¢ikmaktadir. Ancak, yeterli SNP elde etmek artik bir sorun degil. Aslinda, SNP'lerin
genom capinda temsil edilebilirligi, potansiyel genomik 6nyargilar1 en aza indirdigi i¢in

bir¢ok ¢aligma tiirii i¢in idealdir (Liu, N., 2005 ).

1.8.6. Popiilasyon Yapisinin Cikariminda Tek Niikleotid Polimorfizmleri ve

Mikrosatellitlerin Karsilastirilmasi

Genetik belirteglerden popiilasyon yapist ¢ikarimi, karisim ve iliskilendirme
haritalamasi, evrimsel ¢aligmalar, adli tip, tibbi risk tahmini ve vahsi yasam yonetimi gibi
cesitli baglamlarda ¢ok énemlidir (Pritchard, J.K., 2000, Patterson, N., 2004). Popiilasyon
yapist ¢ikarimi i¢in multilocus genotipleri kullanan istatistiksel yontemler Onerilmis
(Hoggart, C.J., 2003, Falush, D., 2003) ve pratikte yaygin olarak kullanilmistir (Paetkau, D.,
1995). Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), popiilasyon genetigi g¢alismalar1 ve
karmagik 6zelliklerin altinda yatan genetik varyasyonlar1 belirlemek i¢in 6nemli bir genetik
belirtegler sinifidir. Bunun nedeni, SNP'lerin oldukg¢a bol olmasi, islevsel olarak alakali
olmasi, nispeten diisiik mutasyon oranlarina sahip olmasi ve daha hizli ve yiiksek oranda
otomatiklestirilmis  genotipleme sunmasidir. Genotipleme teknolojisinde, yiiksek
yogunluklu SNP'lerin genom c¢apinda taranmasi fazla birey sayisi igeren c¢aligsmalar igin
giderek daha uygun hale gelmektedir. Yinede, SNP'lerin kullanighlig1 ve etkinliginin,
ozellikle az sayida calismanin yapildig1 popiilasyon yapist ¢ikarimi ve, biiyilk ampirik

calismalarla gosterilmesi gerekmektedir (Rosenberg. N.A., 2003).
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1.8.7. Balik¢ilik ve Su Uriinleri Yetistiriciliginde Yeni Gelisen Markorler

Allozimler, mikrosatellitler, RAPD'ler, mt-DNA ve SNP'ler dahil olmak tizere ¢esitli
DNA belirtegleri gelistirilmistir. Balik popiilasyonlarindaki bu belirtegler, balik genomu
boyunca dagilmis yliksek diizeyde genetik varyasyonu ortaya ¢ikarmistir. DNA isaretleyici
gelistirme, genom haritalama ve tlir tanimlama cabalarin1 hizlandirmak i¢in yeni bir
girisimde bulunulmustur. Cesitli su iirtinleri tiirlerinde Eksprese Edilmis Dizi Etiketleri

(EST) ve DNA barkod gelistirme yoniinde biiytik ilerleme kaydedilmistir (Regan, T., 2021).

1.8.8. Calismanin Amaci

Mevcut calisma Karadeniz bolgesinde bulunan Salmo labrax tiiriiniin genetik
karakteristiklerinin ve SNP profilini ortaya koymak amaciyla planlanmistir. Hali hazirda
yetistiriciligi yapilan bu tiiriin genetik potansiyelinin derinlemesine arastirilip buna binaen
1slah caligmalarinin ayrintili olarak yapilmasi tiiriin potansiyelinin gergeklestirilmesi
acisindan 6nem arz edtmektedir. Salmo labrax tiiriinlin genomik verisi oldukca az olmakla
beraber bulunan verilerin tamamina yakini mitokondrial DNA’dan olusmaktadir. Bu sebeple
bu konuda yapilacak her calisma hem literatiire hem de tiirlin ticari gelecegine katkida
bulumaktadir. Bu nedenle ¢alisma hem dogal hatlarin hem de yetistiriciligi yapilan hatlarin
genetik kompozisyonu ve SNP profilini arastirilmasi ve ortaya konulmasi agisindan 6ncii bir

arastirma olacaktir.
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IKiNCi BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR

2.1. Salmo Tiirleri Uzerine Yapilan Genetik Calismalar

Karadeniz alabalifi (Salmo labrax Pallas) genetik c¢alismalar agisindan yeterli
bilginin bulunmadig1 ve bu konuda yapilacak ¢alismalara acik bir tiirdiir. Literatiirde bulunan

caligmalar genel olarak mitokondrial DNA ¢aligmalar1 olmaktadir.

Filogenetik sinyal seviyesinin diisiik olmasi nedeniyle yakin zamanda yayilmis
gruplarin taksonomik statiisiiniin tanimlanmasinda o6zellikle zorluklar yasanmaktadir.
Cogunlukla Pleistosen sirasinda ve sonrasinda evrimlesen Salmo trutta tiir kompleksinin
iyeleri, ¢ok genis cografi dagilimlarinin yani sira, 47 mevcut nominal tiiriin morfolojik
olarak tamimlanmasina yol agan yiiksek morfolojik ve ekolojik cesitlilik gdstermektedir.
Bununla birlikte, bu tiirlerin birgogu 6nceki filogenetik calismalarla desteklenmemistir;
bunun nedeni kismen aralarinda 6nemli genetik farkliliklarin olmamasi, daha 6nce kullanilan
molekiiler yontemlerin sundugu sinirli ¢oziiniirliik ve bu ¢aligsmalarin genellikle yerel 6l¢ekte

olmasi olabilir (Segherloo, 1.,2021).

Dudu A., (2010) caligmalarinda Romanya'ya adapte olmus bes salmonid tiiriiniin
(Salmo trutta fario, Salmo labrax, Salvelinus fontinalis, Onchorhynchus mykiss ve
Thymallus thymallus) 16S rRNA ve 12S rRNA mitokondriyal dizilerinin 6n analizini
GenBank veri tabanindaki benzer dizilerle karsilagtirarak ve niikleotid varyasyonlarini analiz
ederek gerceklestirmistir. Yapilan ¢alismada , benzer NC 01007 dizisine referanslandiginda
Salmo labrax 16s TRNA dizisi i¢in gézlemlenen niikleotid varyasyonunun Salmo trutta fario
16S rRNA'ya kiyasla daha az sayida oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla, Karadeniz alabalig
(Salmo labrax) ile kuzeybatt Avrupa (Atlantik kiyis1) ve Baltik Denizi'nden gelen deniz
alabalig1 (Salmo trutta fario) arasinda daha 6nce diisiiniilenden daha yakin bir iligski oldugu
goriilmektedir. Bu husus, hem analiz edilen niikleotid dizilerinin yiiksek benzerligi hem de
bu iki tiirin benzer anadrom davranist gostermesi ile agiklanmistir. 12S rRNA durumunda,
Salmo trutta fario ve Salmo labrax dizileri ile benzer GenBank Salmo trutta trutta dizisi
arasindaki niikleotid varyasyonlarinin sayist 16S rRNA geni kiyaslandiginda daha azdir, bu

da 12S rRNA geninin Salmo cinsinin ¢esitli tiirlerinde daha iy1 korundugunu gostermektedir.
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Segherloo ve ark. galismalarinda, Avrupa, Bati Asya ve Kuzey Afrika'daki dogal
dagilimlar1 boyunca 84 lokaliteden toplanan 21 tanimlanmus tiirii ve ii¢ tanimlanmamis
grubu temsil eden 166 kahverengi alabalik arasindaki filogenetik iliskileri degerlendirmek
icin 15.169 filtrelenmis SNP ve mitokondriyal DNA (mtDNA) D-loop dizilerinin Dizileme
ile Genotipleme (GBS) birlestirilmistir. Ponto-Hazar kahverengi alabaliklar1 S. labrax, S.
coruhensis, S. rizeensis ve S. abanticusn (Karadeniz havzasinda), S. caspius, S.
ciscaucasicus, S. ezenami ve Salmo ischchan't (Hazar Denizi havzasinda) ve S. oxianus'u
(Aral Denizi havzasinda) icerir) Karadeniz ve Hazar Denizi havzalarindan kahverengi
alabalik tiirlerinin mtDNA kontrol bolgesi ve Cyt-b dizilerini analiz etmistir. Karadeniz
havzasinda yalnizca S. rizeensis ve S. labrax'in, Hazar Denizi havzasinda ise S. caspius ve
S. ciscaucasicus'un gegerli tiirler olarak kabul edilmesini onermislerdir. GBS verilerine
dayanan biiyiik 6l¢ekli DAPC ve karisim kiimelerimiz Karadeniz tiirlerini tek bir genomik
kiimede gruplandirmistir. Ote yandan, yalnizca Ponto-Hazar ve Mezopotamya kahverengi
alabaliklar iizerinde gerceklestirilen DAPC (ince 6l¢ekli DAPC), Tuna Nehri'ndeki Salmo
sp. tiiriinli Karadeniz havzasindaki diger alabaliklardan ayirmistir. Sadece Karadeniz havzasi
kahverengi alabaliklar1 iizerinde yapilan bir DAPC, Tuna drenajindan S. abanticus ve Salmo
sp. tiirlerini de ayirt edebilmistir, ancak S. rizeensis ve S. coruhensis, S. labrax ile ¢ok yakin
akraba goriinmiistiir (BFD test sonuclariyla uyumlu), bu da tiir ayriminin garanti
edilemeyebilecegini, oysa Tuna drenajindan S. abanticus ve Salmo sp. i¢in durumun bdyle

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kalayc1 G.,(2018) Karadeniz bolgesinde bulunan tiirler icinde F1 ve F2 yavrulan
tiretmek i¢in ¢aprazlamalar yaparak Salmo trutta abanticus, S.t. labrax, S.t. caspius ve S.t.
fario arasindaki ilireme izolasyonunu test etmislerdir. Ayrica, COI, D-loop ve Cytb
mitokondriyal genleri boyunca dizi varyasyonunu inceleyerek her ii¢ balik tiirii arasindaki
genetik farkliligin boyutunu tahmin etmislerdir. Tiim F1 ¢apraz tipleri basariyla tiretilmistir.
2 yillik kiiltiiriin ardindan F2 nesli de tiretilmistir. F1 ve F2 nesillerinin d6llenme, kulugka
ve hayatta kalma oranlart ile kulugka performanslari degerlendirmislerdir. F2 nesli
ebeveynlerine benzer performans gosterdigini ortaya koymuslardir. Satkan F2 S.t. abanticus
hari¢, F1 ve F2 nesillerinin dollenme, kulucka, larva yasama orami ve kuluckahane
performanst benzer oldugunu bulmuslardir. Safkan F1 bireyleri ebeveynleri ile benzer
renklenme desenleri ve benekleri paylagsmig, ancak melezlemenin yonii melezlerin

morfolojisi lizerinde belirleyici olarak goriilmiistiir. Baz1 melezler ebeveynlerinden farkli
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morfolojik karakterler sergiledigi gdzlemlenmistir. Ug genin kismi hizalamalarina dayanan
filogenetik analiz, bu S. frutta'larin aym klad i¢inde toplandigini ve monofiletik grup olarak
goriindiigiinii  gostermistir. S. trutta alttiirleri arasinda bazi morfolojik ve genetik
varyasyonlar oldugu, ancak varyasyon derecesinin tiir diizeyinde taninmay1 gerektirmedigi
bulunmusgtur. Bu bulgular, dort alt tiiriin Tuna soyunun farkli morflarina karsilik gelen tek
bir biyolojik varlik olusturduguna isaret etmistir. Bu nedenle, Tiirkiye'deki Danubian soyuna
ait S. trutta'min Salmo trutta olarak adlandirilmasini ve tiirlerin Abant, Hazar, Karadeniz ve
Anadolu gibi bolgelere gore adlandirilmasini 6nermislerdir. Yiizgec 6rnekleri, hibridizasyon
deneyinden hemen dnce cinsel olgunluga erismis S.z. labrax, S.t. abanticus, S.t. fario ve S.t.
caspius'tan (her alt tiirden 5 disi ve 20 erkek baliktan 6rnekler kullanilmis) alinmig ve 4° C'de
% 95 etanol i¢cinde muhafaza edilmistir. Toplam DNA, {ireticinin talimatlart dogrultusunda
Wizard Genomic DNA saflastirma kitleri (Promega; www.promega) kullanilarak yiizgec
kliplerinden ¢ikarilmigtir. Mitokondriyal col (632 bg), cytb (843 bg) ve d-loop (575 bg)
bolgeleri ¢ogaltilmistir. Primer dizileri Tablo 3'te verilmistir. Literatiirde listelenen D-loop
primerleri amplifiye olmadi, bu nedenle Salmo L. 1758 cinsinin tam bir mtDNA dizisinden
yeni bir primer seti tasarlamiglardir (GenBank erisim numaralari; KT633607). Bu ¢alismada
incelenen dort S. frutta tirlinlin, birbirini tamamlayan organizmal, morfolojik ve genetik
kanitlara dayanarak tek bir tiir olusturdugu sonucuna varilmistir. Kanitlarin agirligi, dort
ekotipin tek bir tiirlin morflari, suslar1 veya alt tiirleri gibi farkli formlar1 olusturdugunu
gostermislerdir. Bu nedenle, Tiirkiye'deki S. trutta'min Salmo trutta olarak adlandirilmasini
ve tiirlerin Abant, Hazar, Karadeniz ve Anadolu gibi bdlgelere gore adlandirilmasim

onermislerdir (Kalayci, G.,2018).

Genotip-fenotip iligkilerini aydinlatmak ve 6nemli 6zelliklerin molekiiler temelini
belirlemek i¢in 6nemli sayida tek niikleotid polimorfizmi (SNP) gereklidir. Yafiez, (2016)
ve arkadaslar1 caligmalarinda, Amerikan ve Avrupa somon popiilasyonlarindan hem genom
duplikasyonunu hem de genetik varyasyonu hesaba katan de novo SNP kesfi
gerceklestirmislerdir. Tiim genom dizilimi ile 20 baliktan olusan bir sette toplam 9 736 473
nonredundant SNP tanimlamiglardir. Alt1 biyoinformatik filtreleme adimi uygulandiktan
sonra, bir Affymetrix Axiom_ myDesign Custom Array gelistirmek icin 200 K SNP
secilmigler ve bu dizi, Avrupa, Kuzey Amerika ve Sili'den yabani ve ¢iftlik somonlarini
temsil eden 480 balig1 genotiplemek i¢in kullanmislardir. Toplam 159 099 (% 79,6) SNP,

kiimeleme Ozelliklerine gore yiiksek kaliteli olarak onaylanmistir. Toplam 151 509
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dogrulanmig SNP genomda benzersiz bir konum gdstermistir. Bu SNP'ler diger iki Atlantik
somon dizisinde mevcut olan 238 572 belirtecle karsilastirildiginda, SNP'nin sadece % 4,6's1
bu calismada gelistirilen panelle Ortlismiistiir. Bu yeni yiiksek yogunluklu SNP paneli,
ekonomik ve ekolojik olarak ilgili 6zelliklerin incelenmesi, genomik se¢im yoluyla 1slah
programlarinin gelistirilmesi ve yiliksek ¢oziiniirliiklii genom ¢apinda bilgi kullanarak
Atlantik somonunun hem vahsi hem de ciftlik popiilasyonlarinda genetik g¢alismalarin

desteklenmesi i¢in ¢ok yararli olacagini ortaya koymuslardir.
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanmlan Tiir ve Biyolojik Ozellikleri

Karadeniz alasi yada alabaligi olarak adlandirilan Sal/mo labrax (Pallas, 1814)
salmonidae familyasina ait Karadenize dokiilen bir ¢ok nehir ve akarsu kollarinda yayilim
gostermekte olan anadrom bir balik tiirtidiir. Viicut sekli fusiformdur ve pelajik olarak
yerlesik bir balik cesididir. Tatli su kaynaklarinda dogan ve yumurtlayan bu baliklar
beslenme ve eriskin hayatinin biiyiik kismin1 denizde gecirir (Fishbase, 2023) . Karadeniz
alabaligi’nin 85-100cm uzunluga ve 3-4 kg agirliga ulastiklari rapor edilmistir (Cakmak. E.,
2001).

3.2. Orneklerin Orjinleri

Dogadan toplanan 79 6rnegin kaudal ylizgeclerinden alinan kesi 6rnekleri % 90’lik
alkolde fikse edilmis ve genel olarak 2000 ve 2002 yillar1 arasinda Karadeniz bolgesinde
konumlanan Firtina Deresi (14 birey) ve Uzungdl’den (26 birey) ve lyidere (39 birey)

mevkiinden toplanmistir.

Yetistiricilik orijinli 6rnekler icin Tarimsal Arastirmalar ve Genel Midiirliigii
Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii biinyesinde 2000 yilindan bu yana
yetistiriciligi gerceklestirilen ve % 90’lik alkolde fikse edilen 96 bireylerden alinan kaudal
yiizge¢ drnkeler kullamlmaktadir. Ornekler F4, F5 ve F6 (onceki jenerasyonlarin arsivde

bulunamamamsindan dolay1) jenerasyonundan kullanilmistir.

3.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in dogadan alinan 79 6rnek ve yetisricilik hatlarindan elde edilen
96 ve arsivlerde % 90°lik alkolde eppendorf® tiiplerde saklanan Srnekler kullanimistir.
DNA izolasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan QIAamp 96 DNA QIAcube HT Kit®
kullanilmistir. Her gurup (yetistiricilik ve doga 6rnekleri) ayr1 ayrt DNA izolasyon islemine

tabi tutulmustur. Her bireyden alinan yaklasik 20 mg kuyruk 6rnegi 1,5 ml lik eppendorf®
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tiipler igerisine yerlestirilerek lysis asamasini kolaylastirmak amaciyla steril makas yardimi
ile kiigiik parcalara ayrilmistir, daha sonra QIAamp 96 DNA QIAcube HT Kit® kullanici
manuelindeki basamaklar izlenerek oncelikle Proteinaz K (her bir 6rnek i¢in 20ul) ve ATL
bufferlari (her bir 6rnek i¢in 180ul) ve RNA siz (RNA-Free) DNA elde etmek i¢in Rnase A
(her bir o6rnek i¢in 4pl) eklenerek o6rnekler homojen hale gelene kadar vortexleme islemi
gercgeklestirilmistir ve drneklerin tamamen soliisyon i¢inde kalmasindan emin olmak i¢in bir
kere 3000 rpm se santrifiij islemi gerceklesrilmistir. Ornekler bir gece 56°C’de sarsakli
inkiibatorde bir gece bekletilmistir. Ornekler tekrar vortex uygulanarak homojen dagilim
saglandiktan sonra 96’lik deepwell’e aktarilmistir, daha sonra 3000 rpm’de santrifiij
uygulanmigtir. Daha sonraki asamada Biomek NXP Automated Workstation (otomatik
pipetleme) cihazi yardimiyla 410 pl 6nceden karistirilmis buffer AL—ethanol alkolher 6rnege
esit olarak dagitilmistir. Sonraki asamada 15 saniye boyunca 3000rpm’de santrifiij islemi
gerceklesmistir. Kit iginde bulunan DNeasy 96 plateler S-Blok’un iizrine yerlestirilmistir.
Lisat tekrar DNeasy 96 platelere aktarilmistir veplatelerin yiizeyi plastik kapatici (seal) ile
dikkatlice kapatilmistir. Platede bulunan mikro tiiplere aktarim gergeklestikten sonra kalan
supernatant atilmistir. DNeasy 96 plateler AirPore tape sheet (kit icinde gelen 6zel kaplama)
ile kapatilmistir ve 10 dk 6000 rpmde santrifiij islemine tabi tutulmustur. Tekrar cihaz
yardimi ile 500 pl Buffer AW her bir 6rnegin iizerine eklenmistir. Tekrar 6zel seal ile
{izerleri kapatilan drnekler 5dk boyunca 6000 rpmde santrifiije edilmistir. Uzerlerine 500 pl
Buffer AW2 eklemesi yapilmistir ve 15 dk 6000 rpm de santrifiije edilmistir. Ornekler bu
islemlerin ardindan kit i¢inde gelen Elution Microtubes RS’lerin {izerine yerlestirilmistir.
DNAy1 eliit etmek i¢in her bir 6rnegin tizerine 200 ul Buffer AE eklenmistir ve iizerleri seal
ile kapatilip oda sicakliginda 1dk boyunca inkiibe edilip 2 dk siireyle santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonraki asamada DNA’nin % 75’1t DNeasy 96 plate’e elde
edilmistir bu asamada 200 pl Buffer AE eklenmistir. Bu asamadan sonra elde edilen

DNA’lar iizerleri kapatilarak buzdolabinda saklanmustir.

3.4. Sekanslama

Calismada Dogadan toplanan 6rneklerin ve Yetistiricilik sistemlerinden elde edilen
orneklerin tiir teyyidi ve SNP kiitliphanesinin olusturulmasi ve ortaya konulmasi olmak
lizere iki ayr1 sekanslama sistemi kullanilmistir. Orneklerin hazirlanma asamasinda dogadan

alman ornekler (Fo) ve Yetistiricilikten elde edilen orenekler (F4, Fs Fs) kolay takip
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yapilabilmesi ic¢in kod isimlerle isimlendirilmistir. Dogal populasyonlar igin AS,

Yetistiricilik populasyonlar1 i¢in ANS kisaltmalari kullanilmistir.

3.5. Sanger Sekanslama

Dogadan toplanan drenklerin tiir tescilinin yapilmasi ve kullanilan dogal 6rneklerle
yetistiriciligi yapilan 6rneklerin tam olarak birbiri ile ayni tiirden oldugunun saglamasi
yapilmasi agisindan kullanilacak 141 Ornegin (96 yetistiricilik, 45 Dogal) Sanger
sekanslamas1 yapilmistir. Sanger sekanslama Applied Biosystems SeqStudio™ Genetic
Analyzer System kullanilarak gerceklestirilmistir. Her iki populasyonun drnekleri ayr ayri

sekanslama i¢in hazirlanmis ve asagidaki protokol izlenmistir.

3.5.1. Sanger Sekanslama Protokolii

Ortalama 650bg olan COI geni (5’-TCA ACY AAT CAY AAA GAT ATY GGC
AC-3’) yiikseltgenme i¢in se¢ilmistir.

3.5.2.ExoSap Piirifikasyon

10 units/ul gelen Exonuclease 1 ile SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) 1:1 oranda
mix yapilmistir. (Exonucleasel unit degerine dikkat edilmistir ve gelen Exonuclease 1 20
units/ pl ise bu birlesim Exo:SAP 1:2 olarak yapilmistir) Sanger sekanslama yapilacak PCR
tiriinleri kisaca vorteks spin yapilmistir (ExoSAP asamasi buz iizerinde ¢alisilmis ve enzim

buz iizerinde tutulmustur.)

Tablo 2

ExoSAP ve PCR fiiriin miktarlari.
Icerik Miktar
ExoSAP 2ul
PCR Uriinii 5ul

Sul PCR iiriinti ile 2pl Exosap karistirilarak kisaca vortex spin yapilmistir. Thermal

cycler cihazina yerlestirilerek asagidaki protokol uygulanmistir.
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Tablo 3

Thermal cycler dongiisiiniin sicakliklar1 ve stireleri

Sicaklik Stire
37°C 37 dk
80°C 15dk
4°C 0

PCR sonrast firiinler -20°C’de muhafaza edilmistir. Exosap iiriinleri -20°C’den
aliarak ¢ozdiiriilmiis, kisaca vortex spin yapilmistir. PCR da kullanilan ileri (Forward) (10
nmol) ve geri (Reverse) (10 nmol) primerler ayr1 ayr sulandirilarak 2 nmol derisime
getirilmistir. Bu asamada bir 6rnek i¢in iki ayr tiip isimlendirilmistir. Dolayisiyla yapilacak

mix de Ornek sayisinin iki kati olmustur (Forward ve Reverse yon i¢in ayri PCR

ylrlitilmistir).

Tablo 4

Sekans PCR’1 i¢in hazirlanan 6rneklerin

Forward Reverse

BigDye Terminator Mix 0,25ul 0,25ul
5X Seq. Buffer 2ul 2ul
dH>O 3,75ul 3,75ul
Forward Primer (2nM) 2ul -
Reverse Primer(2nM) - 2ul
ExoSAP Uriinii 2ul 2ul

Tabloda belirtilen miktarlarda tirlinler ile 2 ul ExoSAP iiriinii mix yapilmistir. F yon
sekansi i¢ine yalnizca forward primer F tiipii icerisine ve R yon sekansi i¢in sadece reverse

primer R tiipii icerisine eklenmistir.
Tim drlinler eklendikten sonra tiipler vortex spin yapilarak PCR cihazina

yerlestirilmistir ve asagidaki thermal protokol uygulanmistir. PCR sonrast {irtinler -20°C’de

muhafaza edilmistir.
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Tablo 5

Sekans i¢in hazirlanan 6rneklerin Thermal dongii sayilari, sicaklik ve siireleri.

Dongii Sicaklik Dongii Sayisi
1 96°C 01:00
2 96°C 00:10 25 Dongti
50°C 00:05
60°C 04:00
3 4°C

3.5.3.EtOH Coktiirme — PCR Piirifikasyonu

Asagidaki tabloda yer alan kimyasallar 6nceden hazirlanarak, 1,5 - 2 ml ependorf

tiiplere alikotlanmig ve -20 °C de saklanmustir.

Tablo 6
PCR piirifikasyonu i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlar
Kimyasallar Kullanilacak Miktar
125nM EDTA lul
3M NaOAc lul
Glikojen % 2 (hazirlanmasi: 98 ul su + 2 ul stok Glikojen) 1l
% 100’liik soguk Ethanol 25ul
Toplam hacim 28ul

Sodyum Asetat ¢alisma dncesi ¢ikarilip oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. Orneklerin
Forward (F) ve Reverse (R) kuyucuklarina gére hesaplama yapilmistir (Ornek basina iki
kuyucuk F ve R seklinde). Glikojen EDTA ve NaOAc kullanilarak yukarida belirtilen
miktarlarda her 6rnege iki tiip olacak sekilde hesaplama yapilarak gerekli miktarlarda mix
yapilmistir (Mix hazirladiktan sonra beyaz ¢okelti gézlemlenebilmrktedir, bunu 6nlemek
adina mix homojen goriinene kadar vortekslenmistir). BigDye {irlinleri iizerine 3 pl
hazirlanan mix eklenmistir. Plate kisaca spinlenerek mix dibe ¢oktiiriilmiistiir. Spin
sonrasinda kuyucuklarin iizerine soguk 25 ul EtOH eklenmis ve seal ile sikica kapatilmistir.
Plate, 15 dak oda sicakliginda inkiibe edilmis ve 15 dk bittikten sonra +4 C’de 45 dk 2000 g

ya da 4000 rpm ‘de santrifiij edilmistir. Bu esnada % 70’lik alkol hazirlanmig ve sogumast
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icin -20 °C de saklanmistir. Santrifiij cihazindan ¢ikan plate iizerine 3 kat pecete sarilarak
plate ters ¢evrilmis ve o sekilde santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Ters ¢evrilmis plate, 160
g’de short spin yapilmistir. Santrifiijden ¢ikarilan plate iizerine 6nceden hazirlanip sogutulan
% 70’lik alkolden her kuyucuga 35 ul eklenmis ve seal ile sikica kapatilmistir. Plate 1650
g’de 15 dk santrifiijlenmis, 15 dk bittikten sonra plate pegeteye sarilip ters ¢evrilerek 185
g’de 1 dk tekrar santrifiijlenmistir. Kalan alkoliin u¢masi i¢in PCR cihazi 56°C ayarlanmig
ve bu sicakliga ¢ikmasi beklenip, 56°C ‘ye ¢ikan PCR cihazinin iistiine plate agzi acik
sekilde yerlestirilip ve 3 dk bekletilmistir.

3.5.4.Denatiirasyon ve Cihaza Yiikleme

PCR cihazindan aldigimiz plate kuyucuklaria 10 ul HIDI-Formamide eklenmis ve

tizeri seal ile sikica kapatilmistir. Plate kisaca 600 G’de spinlendikten sonra PCR cihazina

konulmus ve asagidaki protokol uygulanmistir.

Tablo 7

Denatiirasyon sicaklig1 ve siiresi
Sicaklik Siire
95°C 3dk

Plate cihazdan alinarak buzlu rack iizerine yerlestirilmis 30 sn’ye bekletilmis,
sonrasinda kisa spin yapilmistir. Plate iizerinde bulunan biitiin 6rnekler sanger plate’ine
aktarilmis ve iizeri septa ile kapatilmistir. Sanger plate’1 son bir kisa spin yapilarak cihaza

yliklemeye hazir hale getirilmistir.

3.6.Biyoenformatik Analizler

Sanger sonucunda elde edilen okumalar Dogal (AS) ve Yetistiricilik (ANS)
populasyonlar1 ayr1 ayr1 olacak sekilde degerlendirmeye alinmistir. Oncelikle her bireyin
okumasi BioEdit 7.0 uygulamasi kullanilarak diizenlenmistir 6ncelikle okumalar hizalanmis
ve her okumadaki kartogram pikleri kontrol edilerek filtreleme yapilmistir, daha sonra
Clustal W kullanilarak ¢oklu dizi hizalamas1 yapilmistir. Hizlama tamamlandiktan sonra

dizilerin diizenlemesi yapilmistir ve okumalarin bas ve sonunda bulunan hatali kisimlar

29



kesilmistir. Hizalanan ornekler haplotip ve indel analizleri DNAsp v.6.12.03 programi
kullanilarak yapilmigtir. Mega v.11.0 veri analiz programu kullanilarak Pairwise sekans

hizalama kullanilarak populasyonlarin kendi i¢indeki karsilagtirmalar1 yapilmaistir.

3.6.1. Tam Genom Sekanslama (Whole Genome Sequencing)

30 adet yetistiricilik ve 30 adet dogal 6rnek olamak iizere toplamda 60 Salmo labrax
orenginin kiitiiphane hazirlanma asamasi tamamlandiktan sonra Illumina NovaSeq 6000®
cihazinda tam genom sekanslama islemi gergeklestirilmistir. Sekanslama sonucunda
toplamda 12X coverage ve 6Gb data saglanmistir. Tam genom sekans sonuglar1 fasta dosya
formatinda alinmis ve toplamda dogal populasyonlardan 35-151 sekans uzunlugu, % 44°liik
bir GC oram1 ve toplam 1485978532 ham data elde edilmistir. Yetistiricilik
populasyonlarinda % 43’liik GC oramiyla topamda 3185834998 ham data eldesi
gerceklesmistir. Bu asamadan sonra elde edilen veriler biyoenformatik analizleri

gerceklestirlmistir.

3.6.2. Tam Genom Sekanslama Kiitiiphane Hazirlanmasi

DNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Invitrogen dsDNA HS Qubit kiti ile izole edilen DNA 6rneklerinin Qubit (Qubit Flex

Fluorometer) ile konsantrasyon tayini yapilmistir (Tablo 8).

Qubit caligsma soliisyonu hazirlanirken; Calisma Soliisyonu = 1 pl * n Dye + 199 ul
* n Qubit Solution olacak sekilde hazirlanmistir. Qubit tiiplerine hazirlanan soliisyondan 198
ul dagitilmis, tizerine de 2 pl dlgiilecek DNA ilave edilmistir. Vorteks-spin yapilmus, tiipler
karanlik ortamda 2 dakika boyanin DNA ile baglanmasi i¢in bekletilmistir.
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Tablo 8

DNA Konsantrasyonlari

Ornek Adi Konsantrasyon ng/ul ~ Ornek Adi Konsantrasyon ng/ul ~ Ornek Adi  Konsantrasyon ng/yl
ANS2 37,5 ANS25 51 AS28 27,6
ANS3 85,9 ANS26 60,9 AS32 33,9
ANS4 80,9 ANS27 49,2 AS34 24
ANSS 55 ANS28 55 AS38 75,9
ANS7 63,8 ANS29 33,2 AS39 41,1
ANS9 774 ANS30 59 AS41 41,8
ANSI10 57 ANS31 36,6 AS43 24
ANSI1 63,6 ANS32 63,1 AS44 49,7
ANSI12 78,5 ANS33 27 AS45 59
ANSI3 47,1 ANS35 51 AS53 24
ANS14 60,7 AS1 25,7 AS56 60
ANSIS 27,4 AS2 24,4 ASS7 60
ANSI6 62,8 AS4 43,7 ASS58 44,2
ANS17 48,4 AS17 45,5 AS59 31,9
ANS19 52 AS20 38,5 AS60 60,9
ANS20 63,3 AS21 37,1 AS61 62,3
ANS21 32,6 AS22 29,4 AS62 80,1
ANS22 68,5 AS25 22,7 AS63 73,5
ANS23 92,7 AS26 50 AS64 65,1
ANS24 39,9 AS27 59,2 AST71 32

Ilumina DNA PCR-Free Library Prep, Tagmentation Kiti ile Kiitiiphanelerin

Hazirlanmasi

Her bir 6rnek 25 pl, 500 ng olacak sekilde RSB (Resuspension Buffer) ile diliie

edilmistir.

Tagmentasyon (Tagment Genomic DNA)

Ornek basi 15 ul BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free) ve 10 ul TB1 TB1
(Tagmentation Buffer 1) mix yapilmis ve 25 pl 500 ng olacak sekilde diliie edilen 6rneklerin

iizerine eklenmistir. Thermal Cycler’da (MiniAmp Plus Thermal Cycler) tablo 9’deki
kosullarda (TAG Programi) inkiibasyona birakilmistir.
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Tablo 9
TAG Program
Preheat Lid 100°C — Reaksiyon Hacmi 50 pl

Is1 Siire
41 °C 5 Dakika
4°C o0

Tagmentasyon Sonrasi Saflastirma (Post Tagmentation Clean Up)

Tagmentasyon sonrasi her 6rnegin tlizerine 10 ul ST2 (Stop Tagment Buffer 2)
eklenmis ve pipetaj yapilmistir ve 2 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra &rnekler manyetik standa (DynaMag 96-Side) alinmis ve bead’ler
toplanip sivi berraklasana kadar yaklasik 2 dakika boyunce beklenmistir. Bead’lere
dokunmadan tiim sivi gekilip atilmis, lizerine 150 ul TWB (Tagment Wash Buffer)
eklenmigtir. Tiipler manyetik stanttan alinmig, TWB i¢indeki bead’ler ¢ozdiiriilmiis tlipler
tekrar manyetik standa alinmistir, berraklasana kadar yaklasik 2 dakika beklenmistir.
Berraklastiktan sonra silipernatant ¢ekilip atilmistir (Sekil 5).

Ligate Indexes

Tiipler manyetik stand’tan alindiktan sonra her bir Ornek iizerine 45 pl ELM
(Extension Ligation Mix) eklenmistir. Ardindan her bir 6rnek i¢in Onceden belirlenen
index’lerden [Index adapters (IDT for Illumina DNA/RNA UD Indexes)] (Tablo 10) ayr1
ayr1 5 pl eklenmistir. Tiipler thermal Cycler’da tablo 3’teki (ELM Programi) kosullarda

reaksiyona birakilmistir.

ELM Programi bittikten sonra tiipler manyetik standa alinmistir, sivi berraklasana
kadar yaklasik 2 dakika bekletilmistir. Berraklastiktan sonra sivi bead’lere dokunulmadan
cekilip atilmistir. Tiipler manyetik stand’tan alinmis, tizerine 75 ul TWB (Tagment Wash
Buffer) eklenmistir. TWB igindeki bead’ler ¢ozdiiriilmiis, tiipler tekrar manyetik standa
alinmis ve berraklasana kadar yaklagik 2 dakika beklenmistir. Berraklastiktan sonra
siipernatant ¢ekilip atilmistir. Bead’lerin iizerine 45 pl diliie edilmis HP3 (2N NaOH) (Ornek
bast 6 ul HP3 + 54 ul NFW) eklenmis, bead’ler ¢ozdiiriilmiistiir (Tablo 11).
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Sekil 5. Tagmentasyon sonrasi saflagtirma agamalari (Orijinal, 2022)

Tablo 10

ELM Programi
Preheat Lid 100°C — Reaksiyon Hacmi 50 pl
Ist Siire
37°C 5 Dakika
50°C 5 Dakika
4°C o0
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Tablo 11
ITD Illumina DNA/RNA UD Indexes Set A

Ornek Adi UD Index Set A Ornek Adi UD Index Set A Ornek Adi  UD Index Set A
ANS2 AO01 ANS25 E04 AS28 A06
ANS3 BO1 ANS26 FOo4 AS32 B06
ANS4 CO01 ANS27 G04 AS34 C06
ANSS D01 ANS28 HO04 AS38 D06
ANS7 EO01 ANS29 A05 AS39 E06
ANS9 FO1 ANS30 BO5 AS41 F06
ANSI10 GO1 ANS31 CO05 AS43 G06
ANSI11 HO1 ANS32 D05 AS44 HO06
ANSI12 A03 ANS33 EO05 AS45 A07
ANS13 B03 ANS35 FO5 AS53 B07
ANS14 Co03 AS1 A02 AS56 C07
ANSI15 D03 AS2 B02 AS57 D07
ANSI16 EO03 AS4 C02 ASS58 EO07
ANS17 F03 AS17 D02 AS59 F07
ANSI19 GO03 AS20 E02 AS60 G07
ANS20 HO03 AS21 F02 AS61 HO7
ANS21 A04 AS22 G02 AS62 A08
ANS22 B04 AS25 HO02 AS63 B08
ANS23 C04 AS26 GO05 AS64 CO08
ANS24 D04 AS27 HO05 AS71 D08

Kiitiiphanelerin Saflastirilmasi (Clean Up Libraries)

45 pl dilie edilmis HP3 ile ¢ozdiiriilmiis bead’lerin tizerine 36 pl IPB (Illumina
Purification Beads) eklenmistir, pipetajla homojen hale getirilmis ve oda 1sisinda 2 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tiipler manyetik standa alinmistir, sivi berraklasana
kadar yaklagik 5 dakika beklenmistir, 5 dakikalik bekleme siiresinde her bir 6rnek i¢in yeni
tiipler isimlendirilmistir. 5 dakikalik bekleme siiresi bittikten sonra berraklasan sividan 76
ul cekilmis ve yeni isimlendirilen tiiplere aktarilmistir, iizerine 42 pl IPB (Illumina
Purification Beads) eklenmis, pipetajla homojen hale getirilmis ve oda 1sisinda 2 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Tiipler tekrar manyetik standa alinmis, sivi berraklasana kadar
yaklagik 5 dakika beklenmistir. 5 dakikalik bekleme siiresinde her bir 6rnek icin en az
180+180 ul taze % 80’lik EtOH (Ethanol Absolute > % 99.9) hazirlanmis, 5 dakikalik

bekleme siiresi bittikten sonra berraklasan sivi ¢ekilip atilmistir. Bead’lerin lizerine 180 ul

34



taze % 80’lik EtOH eklenmis ve 30 saniye beklenip, alkol ¢ekilip atilmistir. Ayni iglem bir
kez daha tekrarlanmistir. Alkol cekilip atildiktan sonra kalan alkoliin u¢gmasi i¢in tiipler
manyetik stand tizerinde yaklasik 2 dakika bekletilmistir ve ardindan bead’lerin {izerine 22
ul RSB (Resuspension Buffer) eklenmistir. Bead’ler manyatik stand’tan alinp ve RSB i¢inde
cOzdiiriilmiistir ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakilmistir. 2 dakikalik
inkiibasyon siiresinde her bir Ornek igin yeni tiipler isimlendirilmistir. 2 dakikalik
inkiibasyon siiresi bittikten sonra tiipler manyetik standa alinmis, siv1 berraklagana kadar

bekltilmistir. Berraklasan sivinin 20 ul’si yeni isimlendirilen tiiplere aktarilmistir.

Kiitiiphane Konsantrasyonlarmn Olgiilmesi ve Tek Havuzda Toplanmasi

(Quantify and Pool Libraries)

Her 6rnek icin hazirlanan kiitiiphane konsantrasyonu Qubit ssDNA Assay Kit ile
Olciilmiistiir (Sekil 6). Her bir 6rnek i¢in asagidaki formiil kullanilarak nM konsantrasyonu

hesab1 yapilmistir (Tablo 12).

) n
Konsantrasyon [nM] = Qubit Ol¢iim Sonucu T‘? %X 3,36

Her bir amplikon kiitiiphanesi 1,6 nM konsantrasyonda olacak sekilde diliie

edilmistir. Her bir kiitliphaneden esit hacimde alinmis ve kiitiiphaneler tek tiipte toplanmistir.

Sekil 6. Qbit cihaz1 ve kiitiiphane konsantrasyonlarinin él¢timii (Orijinal, 2022).
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Tablo 12
Quantify ve Pool Kiitiiphaneler.

Omek  Qubit 1,6 nM'e Diliisyon ~ Ornek Qubit 1,6 nM'e Diliisyon
Adi Sonucu ng—nM Library RSB Adi Sonucu ng—nM Library RSB
ANS2 2,43 8,2 2,0 8,0 AS1 1,57 53 3,0 7,0
ANS3 2,03 6,8 23 7,7 AS2 1,62 5.4 2,9 7,1
ANS4 2,17 7,3 2,2 7,8 AS4 1,18 4,0 4,0 6,0
ANSS 1,63 5,5 29 7,1 AS17 2,16 7,3 2,2 7,8
ANS7 1,96 6,6 2,4 7,6 AS20 0,68 2,3 7,0 3,0
ANS9 1,78 6,0 2,7 7,3 AS21 0,54 1,8 8,8 1,2
ANS10 1,83 6,1 2,6 7.4 AS22 1,03 3,5 4,6 5,4
ANSI11 1,76 59 2,7 7.3 AS25 1,4 47 3,4 6,6
ANSI12 43 14,4 1,1 8,9 AS26 6,8 22,8 0,7 9,3
ANS13 237 8,0 2,0 8,0 AS27 1,41 47 3,4 6,6
ANS14 238 8,0 2,0 8,0 AS28 0,51 1,7 93 0,7
ANSIS 125 42 3.8 6,2 AS32 1,6 54 3,0 7,0
ANSI16 3,26 11,0 1,5 8,5 AS34 0,99 3.3 4,8 52
ANS17 3,62 12,2 1,3 8,7 AS38 2,42 8,1 2,0 8,0
ANS19 221 7,4 2,2 7,8 AS39 0,91 3,1 5,2 4,8
ANS20 2,06 6,9 23 7,7 AS41 23 7,7 2,1 7.9
ANS21 293 9,8 1,6 8,4 AS43 1,68 5,6 2,8 7,2
ANS22 235 79 2,0 8,0 AS44 1,77 59 2,7 7,3
ANS23 2385 9,6 1,7 8,3 AS45 1,15 3,9 4,1 59
ANS24 333 11,2 1,4 8,6 AS53 0,67 2,3 7,1 2,9
ANS25 2,82 9,5 1,7 8,3 AS56 2,48 8,3 1,9 8,1
ANS26 332 11,2 1,4 8,6 AS57 2,12 7,1 2,2 7.8
ANS27 2,65 8,9 1,8 8,2 AS58 2,04 6,9 23 7,7
ANS28 3,12 10,5 1,5 8,5 AS59 1,23 4,1 3.9 6,1
ANS29 3.1 10,4 1,5 8,5 AS60 2,14 7,2 2,2 7,8
ANS30 2,04 6,9 23 7,7 AS61 1,93 6,5 2,5 7,5
ANS31 1,5 5,0 3,2 6,8 AS62 1,09 3,7 44 5,6
ANS32 1,77 59 2,7 7,3 AS63 1,47 49 32 6,8
ANS33 1,84 6,2 2,6 7,4 AS64 2 6,7 2,4 7,6
ANS35 2,26 7,6 2,1 7,9 AS71 0,51 1,7 9,3 0,7

3.6.3.Veri (Data) Analizi

Sekanslama Dogal Populasyonlar ve Yetistiricilik populasyonlari i¢in ayr1 ayrt ileri
(Forward) ve geri (reverse) okuma olarak gerceklestirilmistir. Data analizine baglamadan
once ileri ve geri okumalar ‘cat’ komutu kullanilarak birlestirilmistir. Veriler tek FASTQ

verisi olarak birlestirilerek analize bagnamistir.
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>cat *fastq.gz > ANS_all.fastq

Elde edilen okumalarin tamami1 FASTQ dosyasi formatinda olmaktadir ve verilerinin

hepsini tek bir FASTQ dosyasi olarak birlestirmek i¢in “’cat’” komutu kullanilmistir.

Gergeklestirilen okumalarin De novo analizine baslamadan Once kalitelerinin
kontrolii. FASTQC yazilimi kullamlarak yapilmistir. Oncelikle asagidaki ilk komut dizisi
kullanilarak aracin yliklenmesi gerceklestirilmis daha sonra takip eden komut dizisi ile QC

raporu hazirlanmistir.

>sudo apt-get install fastqc

>fastqc DizilemeVerisi.fastq.gz

Kalite kontrolii gergeklestirildikten sonra referans dizilerinin hizallama asamasina
gecilmistir. Calisma Salmo labrax tiiriiniin yeterli genome verisi olmamasi dolayisiyla De-
novo gergeklest,irilmistir, bu nedenle referans i¢in kullanilacak NC 042957.1 aksesyon
numarasi ile kayit edilen Salmo trutta tam genom dizisinin NCBI (National Library of
Medicine ) sistemi iizerinden verinin indirilmesi gerceklestirilmistir. Okumalarin refrans
dizisine hizalanmasi ve NCBI {izerinden verilein indirilmesi amaciyla BWA (Burrows-
Wheeler) Aligner tool v. 1.1.4 kullanilmistir. Indexlenmis referans verileri ile ileri geri
okumalar hizalanmistir, ¢ikan dosyalar bam ya da sam formatinda olusturulmustur.
Hizalanan okumalarin siralama ve istatistiksel analizlerini gergeklestirilmesi i¢in SAMtools
v.1.17 kullanilmistir. Hizalanmig verilerin genom {igzerindeki yerinin belirlenmesi ve
hizalanan bolgenin gdsterilmesi amaciyla kullanilmigtir. Siralanmis veriden bazi istatistiki
verilerin alinmas1 igin samtools flagstat Align.sorted.bam kullanilmistir. Ornegin yiizde
olarak coverage ve okumalarin yiizde olarak ne kadarimin kullanildigi gibi bilgiler elde
edilmistir. Kullanilacak verinin goriintiilemesinin yapilabilmesi amaciyla samtools index
Align.sorted.bam komutu kullanilarak veri indexlenmesi yapilmistir.Variant calling. i¢in

beftools araci kullanilmustir.

>beftools mpileup -Ou -f Referans.fasta Align.sorted.bam | beftools call -vmO z -o

Align.vef.gz komutu yardimiyla mplieup variantlari kontrol edilmis ve bulunmustur.
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>tabix -p vcf LSDV.vefgz kodu tabix programi kullanilarak vcf dosyasi

indekslenmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1.Tiirlerin Teyyidi ve Karsilastirilmasi

Hem yetistiricilik tiirlerine hem de dogal populasyonlara tiir dogrulamasi amaciyla

yapilan Sanger sekanslama analizleri sonucunda ;

Fo olarak nitelendirilen dogal populasyonlar {i¢ istasyondan elde edilmistir.
Istasyonlar Trabzon’da bulunan Iyidere (AS1) Uzungél (AS2) ve Firtina Deresi ana koldan
almmustir (AS3). Orneklerin Cytochrome oxidase subunit 1 (COI) mitokondrial gen bdlgesi
analiz edilmistir ve yapilan BLAST analizi sonucunda, 6rneklerin Sal/mo labrax tiirii oldugu

dogrulanmis, fakat aymi aileden olan tiirlerle de benzerlik gosterdikleri gdzlemlenmistir
(Tablo 13).

Tablo 13
Dogal populasyon drneklerinin BLAST sonuglari.
Dogal Bilimsel Ismi Gen Max Total  Query E Per. Acc.  Accession
Populasyon Skor  Skor  Cover Degeri Ident Len  Numarasi
Ornekleri
ASI Salmo labrax cytochrome oxidase subunit 1 1131 1131 100% 0.0 99.20% 632 MH424332.1

Salmo trutta fario cytochrome oxidase subunit I 1136 1136 100% 0.0 99.36% 632 MH424333.1
Salmo labrax cytochrome oxidase subunit 1 1151 1151 98% 0.0 99.22% 652 MG951580.1
Salmo trutta cytochrome oxidase subunit 1 1151 1151 99% 0.0 98.77% 16677 MW632108.1
Salmo labrax cytochrome oxidase subunit 1 1158 1158 100% 0.0 98.92% 1262 JX960946.1

AS2

AS3
Salmo trutta cytochrome oxidase subunit 1 1166 1166 100% 0.0 99.23% 16677 MW632108.1

Dogal 6rneklerdeki 47 bireyden elde edilen 675 b¢’den alignment bosluklar1 g6z ardi
edilerek toplamda 229 variable bolge degerlendirilmesi sonucunda toplamda 37 haplotip
elde edilmistir ve haplotip ¢esitliligi (Hd) 0,9880 olarak tespit edilmistir. Tetraallelic indel
(insertion and deletion) modeli uygulanarak toplamda 70 indel analiz edilmis, 8 adet ortlisen
indel disarida birakilmis ve indel event analizi sonucunda I: 38 ve 5 adet ortiisen indeller
disarida birakildiginda 43 adet indel eventi gozlemlenmistir. Ortalama indel event uzunlugu
2,000 olurken ortalama indel uzunlugu 1,371 olarak bulunmustur. inDel haplotip sayis1 17
ve InDel haplotip cesitliligi 0,854 olarak bulunmustur. Cesitlilik , k(i): 3,060, her bélge igin
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNDB_BATCH_ID=27877897&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_MULTIQUERY=TRUE&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null%20and%20seq1_name=%27lcl|Query_206495%27&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&CURR_QUERY_ID=lcl|Query_206495&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&NUM_QUERIES=19&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=BX2TBU3301N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH424332.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BX2RSXWM01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH424333.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BX2RSXWM01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG951580.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BX2DB2KA01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW632108.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BX2DB2KA01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX960946.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=BX2TBU3301N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW632108.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BX2TBU3301N

cesitlilik Pi(i): 0,00459 ve Theta(i)-W: 8,604 olarak bulunmustur. Tajima'nin istatistik

yontemine gére D: -2,20417 ve 6énem P < 0.01 olarak bulunmustur.

Fs4, Fs, Fe Yetistiricilik hatlar1 Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii Trabzon
blinyesinde 2000 yilindan itibaren iiretime baslanan hattin (Fi) devamidir. Fa, Fs, Fe
jenerasyonu 2010 ve 2018 yillar1 arasinda iiretilen hatlardir. Haplotip analizi sonucunda
yetistiricilik hatlar1 populasyonunun toplamda 27 haplotipe ve Hd:0,9436 haplotip
cesitliligine sahip oldugu goriilmiistiir. Yine yapilan InDel analizi sonucunda 658 baz
uzunlugundaki dizi igerisinde toplamda 70 adet InDel bolgesine raslanmustir toplamda 1:36
InDel olay1 analizi gergkelestirilmiistir. Ortalama indel olay uzunlugu 2,056 olurken
ortalama indel uzunlugu 1,317 olarak hesaplanmistir. Toplam indel haplotip sayis1 14 olurken
InDel haplotip ¢esitliligi 0,762 olmustur. inDel cesitliligi k(i): 2,723, her bdlge i¢in InDel
Pi(1):0,00414 ve Teta (1)-W:8,151 olarak hesaplanmistir. Tajima istatistik modeline gore D:-
2,26892 ve istatistiki 6nem P<0.01 olmustur. Tek populasyon olarak degerlendiriilen
yetistiricilik hatlarinin tiir teyyidi yapildiginda Salmo labrax (COI) ile % 98 oraninda Query

Covarage yakaladig1 goriilmektedir.

Asagidaki tabloda yetistiricilik (ANS) ve dogal (AS) populasyonlarin pairwise
uzaklik (distance) analizi sonuglar1 verilmistir (Tablo 14). Genel olarak genetik uzaklik

0,001’in altinda izlenmistir.
Salmonidae ailesi i¢cinde yer alan diger tiirlerle yapilan pairwise uzaklik analizi

(Tablol15.) yapildiginda ise Dogal populasyonlarin beklendigi iizere birbirne yakin oldugu
gbzlemlenmistir (0,006).
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Tablo 14
Dogal (AS) ve Yetistiricilik(ANS) populasyonlarinin Pairwise Distance analizi.

ColumnColumn ColumnColumnColumnColumnColumnColumnColumnColumn Column Column Column Column Column Column Column Column Column Column Column

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
ANS2 ANS3 ANS4 ANS5 ANS7 ANS9 ANSI0ANS11 ANSI2 ANSI3 ASI AS2 AS4 AS17 AS20 AS21  AS22 AS25 AS26  AS27

ANS2

ANS3  0,0017

ANS4  0,0000 0,0017

ANS5  0,0137 0,0119 0,0137

ANS7  0,0000 0,0017 0,0000 0,0137

ANS9  0,0000 0,0017 0,0000 0,0137 0,0000

ANS10 0,0119 0,0102 0,0119 0,0017 0,0119 0,0119

ANSI1 0,0017 0,0000 0,0017 0,019 0,0017 0,0017 0,0102

ANSI2 0,0034 0,0017 0,0034 0,0137 0,0034 0,0034 0,0119 0,0017

ANSI3 0,0034 0,0017 0,0034 0,0137 0,0034 0,0034 0,0119 0,0017 0,0000

AS1  0,0137 0,0119 0,0137 0,0000 0,0137 0,0137 0,0017 0,0119 0,0137 0,0137

AS2  0,3294 0,3276 0,3294 0,3276 0,3294 0,3294 0,3294 0,3276 0,3276 03276 0,3276

AS4  0,0188 0,0205 0,0188 0,0119 0,0188 0,0188 0,0102 0,0205 0,0222 0,0222 0,0119 0,3362

AS17  0,0085 0,0068 0,0085 0,0051 0,0085 0,0085 0,0034 0,0068 0,0085 0,0085 0,0051 03276 0,0137

AS20  0,0085 0,0102 0,0085 0,0051 0,0085 0,0085 0,0034 0,0102 0,0119 0,119 0,0051 03311 0,0102 0,0034

AS21 0,019 0,0102 0,0119 0,0017 0,0119 0,0119 0,0000 0,0102 0,0119 0,0119 0,0017 0,3294 0,0102 0,0034 0,0034

AS22 0,019 0,0102 0,0119 0,0017 0,0119 0,0119 0,0000 0,0102 0,0119 0,0119 0,0017 03294 0,0102 0,0034 0,0034 0,0000

AS25 0,019 0,0102 0,0119 0,0017 0,0119 0,0119 0,0000 0,0102 0,0119 0,0119 0,0017 0,3294 0,0102 0,0034 0,0034 0,0000 0,0000

AS26  0,1075 0,1075 0,1075 0,0973 0,1075 0,1075 0,0973 0,1075 0,1058 0,1058 0,0973 0,3259 0,1041 0,1007 0,0990 0,0973 0,0973 0,0973
AS27  0,0137 0,0119 0,0137 0,0000 0,0137 0,0137 0,0017 0,0119 0,0137 0,0137 0,0000 053276 0,0119 0,0051 0,0051 0,0017 0,0017 0,0017 0,0973

Tablo 15.
Dogal (AS) ve Yetistiricilik (ANS) populasyonlarmin diger salmon tiirleri ilePairwise

Distance analizi.

Salmo Salmo labrax  Oncorhynchus  Salmo Salmo trutta Salmo
labrax AS mykiss salar fario trutta
ANS

Salmo labrax ANS

Salmo labrax AS 0,00667

Oncorhynchus mykiss 0,12667 0,12889

Salmo salar 0,07333 0,08000 0,14222

Salmo trutta fario 0,01333 0,02000 0,13333 0,08667

Salmo trutta 0,00222 0,00889 0,12444 0,07556  0,01111

Salmonidae ailesi i¢erisinde bulunan diger tiirlerle yapilan filogenetik yakinlik agaci
her iki populasyonunda genetik olarak en yakin birbirine ve daha sonra Sa/mo trutta tiiriine

yakin oldugu gozlenmistir (Sekil 7).
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Salmo labrax ANS Salmo labrax ANS

61

Salmo labrax AS Salmo labrax AS

Salmo trutta fario Oncorhynchus mykiss
100
Salmo trutta Salmo salar
Salmo salar Salmo trutta fario

72

Salmo trutta

Oncorhynchus mykiss

0.02
Maximum Likelihood Neighbor-Joining Bootstap Consesnus

Sekil 7. Dogal (AS) ve Yetistiricilik (ANS) tiirlerinin diger salmon tiirleri i¢indeki
mitokondrial COI geni baz alinarak olusturulan maximum likelihood ve neighbor-joining

bootstap consesnus filogenetik agaci.

4.2. SNP Profili ve Degisimleri

Yetistiricilik ve dogal populasyonlara gergeklestirilen Tam Genom Analizi (WGS)
sonrasinda toplamda yetistiricilik Ornekleri igin % 43’lik bir GC igerigi ile toplam
3185834998 varsayilan (putative) okuma gergeklestirilmistir. Dogal populasyon ornekleri
icin bu % 44’liikk bir GC icerigi ve 1485978532 olarak gerceklesmistir. Ornekler
GCA 901001165.1 accesion numaralt Salmo trutta genom sekansina hizalanmis ve
gerceklestirilen ve filtrelenen SNP analizi sonrasinda yetistiricilik populasyonlarinda
toplamda 706053 SNP dogal populasyonlarda ise 51663 SNP sonucuna ulasilmistir. Sonraki

asamada gercekelestirilen karsilastirmalar sonrasinda ise Yetistiricilik populasyonlarina
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0zgli 696939 ve dogal populasyonlara 6zgli olarak 43178 SNP ortaya konmustur, iki
populasyonda ortak bulunan SNP sayis1 ise 8451 olmustur (Sekil 8).

SNP

M S.labrax AS
M S.labrax ANS

m S.labrax Ortak

Sekil 8. Populasyonlar {izerindeki sayisal SNP dagilimi.

Ikinci asama olarak da ii¢ adet aday gen secilmis ve referans genom baz alinarak
Salmo labrax tizerindeki degisimler ortaya konmustur (Sekil 8). Aday olarak secilen IGFBP-
1 (insulin-like growth factor binding protein 1a NCBI gen kimligi. 115158653) bir sekretuar
endometriyum ve desidualize stromal endometriyal hiicrelerde IGF'lerin ana baglayicisidir
ve IGFBP-1'in IGF biyoaktivitelerini modiile ettigi ve fetal biiylimeyi -etkiledigi
gosterilmistir. Ikinci aday gen mstnb (Myostatin b NCBI gen kimligi 115156151) olarak
secilmistir, mstnb proteini, viicuttaki dokularin biiyiimesini ve gelisimini kontrol etmeye
yardimci olan bir grup protein olan doniistiiriicli bilyiime faktorii beta (TGFp) siiper ailesinin
bir par¢asidir. Myostatin neredeyse sadece hareket i¢in kullanilan kaslarda (iskelet kaslari)
bulunur ve burada hem dogumdan énce hem de sonra aktiftir. Ugiincii aday gen myd88
(MYDS88 innate immune signal transduction adaptor NCBI gen kimligi 115195308) toll
baglanma aktivitesini ve interlokin-1 reseptor baglanma aktivitesini etkinlestiren, JNK
kaskad; hiicre ylizeyi reseptor sinyal yolu; ve diiz kas hiicresi proliferasyonunun pozitif
diizenlenmesi dahil olmak iizere ¢esitli slireclerde yer alan ve protein igeren kompleksin bir
pargasidir. Bu ii¢ aday gen lizerinde yapilan analizler sonucunda igfbpla ve mstnb genleri

iizerinde yetistiricilik populasyonlarinda degisimler gozlenirken dogal populasyonlarda
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herhangi bir degisime rastlanmamustir (Sekil 9). Uciincii aday gen olan myd88 iizerinde ise

her iki populasyon i¢in de herhangi bir degisime rastlanmaistir.

35,881,890 35,881,900 35,881,910 35,881,920 35,881,930 35,881,940 35,881,950 35,881,960 35881970 35,881,980
NC_042978.1 CAAAATGTCTTTTAGAAGGATTTGTAATTGTTATTATGTTACTTTTCATTGTTTTTCATGTTCATTGCCATGGTTTATTTGTTGTGTTTTTTTCTGATAT
IgvANS.vcf A

ua711% 44277200 w2720 24277220 14277230 w2m20 44277250 24277260 24277270 14277280
NC_042976.1 GATCGACTTGGACGATGGATTGGGCTGGAGGAGAGAAATTAGAACATTAATTACAATATGGAAATGTCACCTCTATTTCCACAACACAATTTGATTTAT
mstnbANS vef il

Sekil 9. Yetistiricilik populasyonlarindaki igfbpla ve mstnb genleri iizerinde gdzlenen

niikleotid degisimleri.

Her iki populasyon i¢in yapilan MAF (minor allele frequency) analizi sonucunda
allel frekanslarinin 0,1°den diisiikk ve 0,4’lin lizerinde olarak iki tepe noktasi verdigi
gozlemlenmistir (Sekil 10-11). 0,5 MAF degeri, i¢in populasyonun yaklasik % 50'sinde
bulundugu ve dogal populasyonlarda bu oranin yetistiricilik populasyonlarina oranla daha
yiiksek oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 9). Gézlemlenen her iki tepe noktasi, lokusta iki

farklr alelin varligini ortaya koymustur ve her biri yaklasik % 50 siklikla ortaya ¢ikmustir.

=l
en

density
(%3]
=

0.0

0.0 01 0.2 0.3 0.4 0.5
maf

Sekil 10. Dogal populasyonlarin MAF sonuglar1 (minor allele frequency)
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Sekil 10. Yetistiricilik populasyonlarin MAF sonuglar1 (minor allele frequency)
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BESINCi BOLUM
SONUC VE ONERILER

5.1 Sonug

Calismada daha once kisitli genomik caligmalar yiiriitiilmis olan Salmo labrax
tiiriiniin iki populasyonu arasinda nesiller boyunca olusan degisimlerin ortaya konulmasi
amaciyla Tam Genom Analizi ve cesitli biyoenformatik yontemler kullanlilarak iki
populasyon arasinda olusan Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNP) ortaya konmustur.
Mevcut tiirlin referans genomunun bulunmayis1 ayni aile i¢indeki farkl tiirlerin kullanilmasi
zorunlulugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle referans genom olarak segilen Salmo trutta

tiirii calismalar i¢in kullanilmigtir.

Tam olarak bir araya getirilmis ve agiklanmis bir referans genomun yoklugunda,
model olmayan organizmalar i¢in yiiksek yogunluklu baglanti haritalarinin olusturulmasi zor
olabilir. Tam Genom Analizi (WGS) gibi dizileme yoluyla genotipleme yaklagimlari, model
olmayan organizmalar i¢in yeni yiiksek yogunluklu genomik kaynaklarin (SNP baglanti
haritalar1 ve SNP dizileri gibi) olusturulmasinda kullanilmak iizere genetik belirteclerin

(genellikle SNP'ler) tanimlanmasini saglamaktadir.

Yapilan ¢alisma sonucunda yetistiriciligi yapilan populasyonlarda 706053 ve dogal
populasyonlarda ise 51663 polimorfik bolgenin varligi ortaya konmustur. Daha 6nce
yaptiklar1 arastirmada Saha ve arkadaslarinin 2020 yilinda kahverengi alabalik tiiriiniin
(Salmo trutta) iki populasyonu iizerine yaptiklari ¢calisma sonucunda, toplamda ortak 60887
SNP verisine ulagsmislardir (Saha, A., 2020). Mevcut ¢alismadaki Salmo Ilabrax
populasyonlar1 arasinda ise toplamda ortak 43178 SNP ortaya konmustur. Ayni sekilde
Yanez vd. (2916) Avrupa kuzey amerika ve Sili’deki salmon tiirleri izerinde yiiriittiikleri de
novo SNP ¢alismasinda balik basina yaklasik 2-4 milyon SNP tanimlanmistir. Toplamda 20
baliktan olusan panelde 9 736 473 yedekli olmayan SNP tanimlanmis ve bu SNP'lerin 2
milyonu (% 20) tiim baliklarda genotiplenmislerdir. Yiriittiikleri ¢aligmada Kuzey Amerika
kokenli iki popiilasyon olan Ciftlik E ve Yabani A arasinda MAF'leri (minor allele
frequency) 0,05 ve 0,01'den yiiksek olan SNP'lerin sayisinda biiyiik bir fark oldugunu
gostermislerdir. iskog kokenli iki popiilasyon (Ciftlik F ve Yabani B) karsilastirildiginda da
benzer, ancak daha kii¢iik bir fark goriilmislerdir. Mevcut ¢alismanin verileri de bu

arglimani destekler nitelikte olmustur. Gozlemlenen ikili dagilimlar bazen, iki farklh
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poplilasyonun melezlenmesine isaret edebilir ve bu nedenle alel karigimina yol agabilir.
Fakat genel olarak MAF 0.5 ise, bu, her iki alelin de populasyonda olduk¢a yaygin oldugunu
ve bu belirli lokusta 6nemli bir genetik ¢esitliligin oldugunu gostergesi olabilmektedir.
Yiiksek genetik ¢esitlilik genellikle saglikli ve adapte olabilen bir popiilasyon i¢in olumlu
bir isarettir. Popiilasyon farklili§i bakimindan degerlendirildiginde, MAF farkliliklar
genetik stirliklenme, go¢ veya dogal secilimden kaynaklanabilmektedir. 0.5 MAF'de,
popiilasyon 6zgii farkliliklar1 dikkate alinmalidir. Dogal populasyonlarin MAF degerleri
agirhiklt olarak 0 ve 0.1 arasinda dagilim gostermistir, bunun yaninda yetistiricilik
populasyonlarinda bu aralikdaki deger daha az olmaktadir. Her iki populasyonda
mitokondrial cytochrome oxidase 1 (COI) geni lizerinde iki populasyon arasindaki
degisimeri ve tiir teyyidi agisindan yapilan analiz sonucunda pairwise analizi sonucunda iki
populasyon arasinda genetic olarak uzaklik kaydadeger bulunmamistir. Dudu vd. (2010)
Salmo labrax tiiriinde yaptig1 mitokondrial 16s geni ¢alismasinda bu gen {izerinde bu tiir igin
Salmo labrax 16S rRNA durumunda, Salmo trutta fario ile karsilastirdiklarinda daha az
sayida niikleotid varyasyonuna rastlamislardir. Mevcut calismada Salmo labrax tiirlerindeki
COI geni baz alindiginda ve sadece ayni tiiriin iki farkli populasyonu karsilastirildiginda
aralarinda yine az sayida niikleotid farkina rastlanmistir. Bu karsilastirma farkli gen
bolgelerinde yapilmis olsada mevcut ¢alismadaki populasyonlarin 16s mitokondrial gen
bolgeleri karsilastirilarak daha kapsamli bir sonug ortaya konabilir. Sudhagar vd. Salmo
trutta tiirtindeki proliferatif bobrek hastaliginda genom capinda alternatif birlestirme profili
iizerine yaptig1 ¢alismada myd88 geninin Salmonella enfeksiyon yolaginda islevi oldugunu
ortaya koymuslardir. Mevcut ¢alismada bu gen iizerinde niikleotid degisimlerine
rastlanmamistir. Olsvik vd. (2010) yaptiklar1 Fungisit azoksistrobinin Atlantik somonu
(Salmo salar L.) smolt'u iizerindeki etkileri isimli ¢alismada Azoksistrobin gibi strobiliirin
pestisitler, mitokondriyal solunum elektron tasimimini bozarak mantarlar1 olumsuz
etkilediklerini ve ¢aligmalarinda, azoksistrobinin baliklar iizerinde de ayni etkilere sahip
olabilecegini, tedaviye yanit veren transkriptlerin Onerdigi gibi gosterdiklerini ortaya
koymuslardir. Ayn1 zamanda Katalaz, IGFBP1 ve MAPKI transkriptleri, aktif bileseni
olarak azoksistrobin igeren bir fungisit olan Amistar ile muamele edilen Atlantik somon
smoltunun karacigerinde onemli dl¢iide yukar1 regiile edildigi ve kas dokusunda IGFBP1
geni iizerinde 6dnemli dl¢lide degism gosterdigini ifade etmislerdir. Salmo labrax {izerinde
yuriitiitigiimiiz ¢aligmada ayn1 gen {izerinde niikleotid degisimine rastlanmistir fakat heniiz

islevi ortaya konmamistir. Churova vd. (2017) Kahverengi alabalik Salmo trutta'da kasa

47



0zgl gen ekspresyonunun yasa ve evreye bagl degisimlerini inceledikleri calismada ¢esitli
myostatin paralog genleri ilizerinde gen expresyon seviyelerini ¢alismislardir. Bu ¢aligma,
dogadaki kahverengi alabalik Salmo trutta'min yavru ve smoltlarinda miyogenez
diizenlemesinde yer alan kas spesifik genlerin ekspresyonunun yas ve evre ile ilgili
ozelliklerini gostermislerdir. Calisma, yavru ve smolt yas gruplarinda es zamanli kas spesifik
gen ekspresyonunda belirli kaliplar oldugunu ortaya koymustur. MyoD ve MSTN
paraloglarinin ifadesi yas ve evreye baglh olarak farkli sekilde degistiginden, ayni genin
paraloglarinin islevsel bir farkliliga sahip oldugu ve gelisim sirasinda miyogenez siireclerini
tamamlayict olarak kontrol etti§i One slirmiistiir. Mevcut calismada Myostatin B geni
izerindede niikleotid degisimlerine rastlanmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda hali hazirda bir

iligkilendirme s6z konusu olmasa da rastlanan degisimler anlamlandirilabilir oldular1

goriilmektedir.

5.2. Oneriler

Karadeniz alabalig1 tiirii genomik ve genetik calismalar agisindan oldukca bakir
durumdadir. Yapilacak her caligma bu tiirlin bilimsel ve {iretim c¢alismalarina katki
saglayacak nitelikte olacaktir. Ozellikle tam genom c¢alismalart bu tiiriin bilinmeyen
ozelliklerinin ortaya konup gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nem arz etmerktedir. Mevcut
calisma her iki popiilasyon i¢inde (Dogal ve Yetisytiricilik) SNP varligimi ve sayilarini
ortaya koymus haplotip sayis1 ve belirli genlerde meydana gelen mutasyonlar1 géstermistir.
Bir sonraki asamada tiiriin kendi referans genomunun olusturulabilmesi agisinda genom
boyu iliskilendirme ¢alismalart (GWAS) yiirlitmek olduk¢a faydali olacaktir. Belirlenen
genlerdeki degisimlerin her hangi bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi ve bu tiir
degisimlerin baska genlerde de rastlanip rastlanmadiginin ortaya konmasi Onem
tasimaktadir. Gelecek donemde yapilacak ¢aligmalarda linkage diseqilibrium analizleri (LD)
ve quantitative trait loci (QTL) ¢aligmalarinin yiiriitiilmesi bu nedenle 6nem arz etmektedir.
Ticai agidan yiiksek potansiyele sahip olan bu tiiriin bilimsel yonden tiir statiisliniin tam
olarak kesinlestirilebilmesi acisindan da daha genis kapsamli ¢alismlara yonelme gerekliligi
de ortaya ¢ikmaktadir. Bolgedeki diger alamalik tiirleri ve Kahverengi alabalikla (Salmo
Trutta) olduk¢a yakin akrabalik gdsteren bu baligin tiir statiisliniin kesinlesmesi i¢in

yapilacak her genetik ¢alisma katki getirecektir.
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