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 NGS-dən (next generation sequencing) əvvəlki,  

Sanger sequencing əsaslı kapilyar elektroforez texnologiyalarının 
işləmə prinsipi kiçik DNT fraqmentinin nukleotidlərinin DNT-
nin ana zənciri üzərində hər bir fraqmentin yenidən sintez 
olunması ilə verilən siqnallar əsasında ardıcıl olaraq 
identifikasiyasına əsaslanır.  

NGS Sanger Sequencing-dən fərqlənərək, bir və ya bir neçə DNT 
fraqmenti ilə məhdudlaşmayaraq, geniş masştabda, milyon 
reaksiyaların paralel yerinə yetirilməsi ilə bu prosesi 
genişləndirir. Bu proqres bir sekvensinq nəticəsində yüzlərlə 
gigabasis (109 n.c.) məlumatı istehsal etməklə, bütün genomu 
əhatə edəcək, DNT-nin böyük parçalarının sürətli oxunmasına 
imkan verir.  

 Bunun üçün vahid DNT genomu (gDNT) kiçik fraqmentlərə 
ayrılır (kiçik fraqmentlər kitabxanası) və hər bir fraqment 
eyniliklə (uniform) və dəqiqliklə milyon reaksiyalarla sekvens 
olunur. Yeni identifikasiya olunmuş əsas sıraları (the newly 
identified strings of bases) “read”lər adlandırılır (xam 
material), sonradan onlar nümunə (reference) genom əsasında 
scaffold, yəni ilişikli qruplar şəklində yenidən qruplaşdırılır 
(reassambled). Bu proses “resequencing” (yenidən sequencing) 
adlandırılır. Reference genomun yoxluğu halında readlərin 
xəritələnməsinə (alighment), yəni sıralanmasına de novo 
sequencing deyilir. Xəritələnmiş “read” bütün dəsti gDNT-nin 
hər bir xromosomunun bütün nukleotid ardıcıllığını göstərir. 

 





“Read” nədir?  

 

- Fraqmentlərə ayrılmış hər bir DNT parçasının eyniliklə və 

dəqiqliklə milyon reaksiyalar əsasında oxunması nəticəsində 

əmələ gəlmiş, yeni identifikasiya olunmuş əsas sıralarıdır. 

 

NGS-də iki növ protokollardan istifadə olunur: 
 

•Cüt sonluqlu sequencing protokolları - paired-end (PE) 

seguencing (bu halda DNT fraqmentlərinin hər iki ucları 

seqvens olunur, yəni DNT fraqmentlərinin müxtəlif sonluqları 

R1 və R2 read-lər şəklində bir-birinə əks olaraq (uyğun olaraq, 

5'→3' və 3''→5' istiqamətlərində) seqvens olunur); 
 

•Vahid “read”-li sequensing - single-read sequencing (bu 

zaman DNT fraqmentlərinin yalnız bir sonluqdan başlayaraq 

sekvensinqi həyata keçirilir). 

 



BAŞLANĞIC NÖQTƏSİ 
 

NGS (Next Generation Sequencing) müxtəlif məqsədlərlə tətbiq 

olunur; onlardan biri də müəyyən populyasiya daxilində SNP-ləri 

təyin etmək, müxtəlif pozisiylar (lokuslar) üzrə mövcud olan SNP-lərin 

cədvəlinin tərtib etmək və populyasiya daxilində öyrənilmiş təsərrüfat 

əhəmiyyətli (aqronomik) əlamətlərlə SNP-lər arasında ilişikliyi 

müəyyən etməkdir. 
 

Məs., 93 nümunədən ibarət mədəni ərik bitkisi populyasiyasında 

müxtəlif pozisiylar (lokuslar) üzrə SNP cədvəlinin tərtib etmək və 

təsərrüfat əhəmiyyətli iki əlamət: Şarkaya davamlılığı və ağacların 

çiçəkləmə müddəti əlamətləri ilə müəyyən SNP-lər arasında ilişikliyi 

təyin etmək.  
 

Sekvensinq GATC Biotech (Almaniyanın Konstanz şəhərində 

yerləşmiş, dunyanın 40 ölkəsindən çox, 10000 istifadəçisi olan, DNT-

nin sekvensi və bioinformatika sahəsində Avropanın aparıcı 

təchizatçılarındandır) və Kannapolis (Şimali Korolinada yerləşir) kimi 

müxtəlif təşkilatlar tərəfindən yerinə yetirilmişdir. 
 

Sekvensinq Illumina texnologiyası əsasında icra olunmuşdur. 

 



NƏTİCƏLƏRİN ABRIWG LAYİHƏSİ 

TİMSALINDA ANALİZİ 

Ərik populyasiyasında təsərrüfat əhəmiyyətli 

(aqronomik) əlamətlərin xüsusiyyətlərinin SNP-lərin 

tədqiqi vasitəsilə öyrənilməsi  

Və nəticələrin analizi üçün sequencing-in icra 

strukturunun (PIPELİNE) tərtibi 



SEKVENSINQIN İCRA STRUKTURU (PIPELINE) 



XAM MƏLUMATLAR (ROW DATA) VƏ ONLARIN  

IŞLƏNİLMƏSİ-İLKİN MƏRHƏLƏ 

 Sekvenserin nəticəsi iki FASTQ formatında yazılmış fayl 
şəklində əldə olunur. Fayllardan biri yalnız R1 “read”ləri, digəri 
isə R2 “read”ləri (ID-ləri, ardıcıllıqları və PHRED score-ları 
veriməklə) cəmləyir. Bu fayllar sekvensinqin nəticələrini izah 
edəcək bioinformatik proqram tərəfndən (məs., CLC) oxunulur.  

 FASTQ formatlı fayl dedikdə bir read-in ID-si, nukleotid 
ardıcıllığının və səhv nukleotidlərin oxunma ehtimalının (score 
of probability of mistakes) göstərildiyi fayl nəzərdə tutulur. R1 
və R2  cüt sonluqlu “read” eyni ID ilə tanınır, lakin bu ID-nin 
muxtəlif portallarında read-in R1 və ya R2 paired-end olması 
göstərilir.  

 Nümunə (reference) genom isə FASTA formatında əldə olunur; 
FASTA faylının FASTQ faylından başlıca fərqi orada səhv 
nukleotidlərin oxunma ehtimalının (score of probability of 
mistakes) olmamasıdır. 

 



Aşağıda FASTQ formatında yazılmış faylın parçasını əks etdirən şəkil 

verilmişdir.  

 

FASTQ faylında birinci sırada read-in proqram tərəfindən verilmiş ID-

si (identfication read) göstərilir. Hər bir read-in (o cumleden, R1 və R2 

paired-end-lər üçün) ozünəməxsus ID-si olur.  

 

İkinci sırada read-in nukleotid ardıcıllığı verilir (cari tədqiqatda istifadə 

olunmuş read-lər 100 nukleotiddən ibarət ardıcıllıqlardır). Ion torrent 

sekvensirindən əldə olunan readlər isə 400 n.c. uzunluğunda olur.  

N-məlum olmayan, yaxud qeyri-deqiq nukleotidi ifadə edir. 



PHRED score probability is for predicting base to be on error - 

nukleotidlərin səhv oxunma ehtimalını proqnozlaşdırmaq üçündür.  
 

PHRED score maksimum 40 qiymətini ala bilər ki, bu da əla nəticə deməkdir. 

Belə ki, bu halda nukleotidlərin səhv oxunma ehtimalı olduqca aşağıdır. If 

score is 40, it means we have excellent result. On this case, probability is 

being low. PHRED score-nun qiyməti 0-40 arasında olur. Score=10, 10 

nukleotiddən birinde (1/10), score=20, 100-də 1-də (1/100), score=30, 1000 

nukleotdən birində, score=40 olduqda, 10000 nukleotiddən birində səhvin 

mövcud olduğunu göstərir. 

Nəhayət, üçüncü sırada PHRED score-verilir. Şəkildən də məlum olur 

ki, sekvensinqin PHRED score-su xüsusi kod şəklində verilir ki, bu kod yalnız 

muvafiq bioinformatik proqram (məs., CLC) tərəfindən başa düşülür və onun 

neçəyə bərabər olması bu proqram vasitəsilə oxunularaq, istifadəçiyə 

aydınlaşdırılır.  



Şəkildə sekvenser tərəfindən fayl şəklində hər bir read üçün verilmiş 

informasiyanın CLC proqramı tərəfindən oxunulmuş variantı  (reads faylı) əks 

olunmuşdur. Müşahidə olunduğu kimi, hər bir readin ID ünvanı (adı), ardıcıllığı 

və keyfiyyəti histoqram formatında göstərilmişdir. 





XAM MƏLUMATLAR (ROW DATA) VƏ ONLARIN  

IŞLƏNİLMƏSİ 
Beləliklə, 

 “Read”-DNT fraqmentinin müəyyən hissələrinin oxunulmuş 

DNT ardıcıllıqlarıdır; 

 Illumina read-lərinin hər biri 100 nc ölçüsündə, Ion Torrent 

read-lərinin ölçüsü isə 400 nc ölçüsündədir və FASTQ 

formatında əldə olunur;  

 DNT fraqmentlərində hər bir pozisiyanın orta oxunma ölçüsü 

(average depth of coverage) 15 dəfəyə (15X) bərabər olmuşdur.     

(Coverage - total number of reads on the map for 1 position)  

 Cüt sonluqlu read-lər arası məsafə 100-700 nc ölçüsündə 

olmalıdır. 

 FASTQ faylının ölçüsü 2-3-GB –dır (gigabayt-109).  



“Read”lərin keyfiyyətinin yoxlanılması 



KEYFİYYƏTİN YOXLANILMASI – SEQUENSINQ 

NƏTİCƏLƏRİNİN İCRA STRUKTURUNDA II MƏRHƏLƏDİR 

 Bu mərhələdə NGS QC Toolkit kompüter proqramının 
imkanlarından (ödənişsizdir) istifadə olunur; bu kompüter proqramı 
read-lərin keyfiyyətini yoxlamağa imkan verir. 

 

 PHRED score vasitəsilə read-lərin keyfiyyəti haqqında mühakimə 
yürüdülür. 

 

 Bu zaman aşağıdakı kriterilərdən istifadə olunur: 

 PHRED score-nun minimim qiyməti 20 olmalıdır, yəni səhv nukleotid 
pozisiyalarının ehtimal olunan ehtimalı 1/100-ə bərabər olmalıdır 
(oxunulmuş DNT fraqmentlərində yalnız hər 100 nukleotiddən biri səhv 
ola bilər). 

 Read-lərin uzunluğunun 70%-nin PHRED score qiyməti 20 və ondan 
yüksək olmalıdır. 

 

 Read-lərin uzunluğunun 80-95%-i bu təmizlik keyfiyyətinə (yəni 
score>20) malik olmalıdır.  

 

 Readlərin 80-95%-i 20-dən yüksək keyfiyyət göstəricisinə malik 
olduqda read-lər keyfiyyətli (yəni düzgün oxunmuş) hesab olunur. 

 



READLƏRİN XƏRİTƏLƏNMƏSİ VƏ YA 

DÜZLƏNDİRİLMƏSİ (ALIGNEMENT OF READS)  

 











Hər bir DNT fraqmenti 15X, yəni 15 təkrar nəticəsində oxunmalıdır 

(Sequensing coverage). 

 

Lakin bu fraqmentlər başdan axıra qədər 15 dəfə oxunmur. Bir 

fraqmentin ayrı-ayrı hissələri, ~100 nc olmaqla, R1 və R2 cüt 

sonluqlu readlər kimi oxunur, sonra bir-birlərinə uyğun R1 və R2 

readlər tanınır, onların və 100-700 nc ölçüsündə olan onlar 

arasındakı məsafənin ardıcıllığı readlər düzləndirildikdən 

(alighment) sonra, readlərin bir-birlərinin üzərini qapası 

(overlapping) hesabına dəqiqləşdirilir.  

 

Hər bir fraqment üçün 15X, yəni 15  dəfə oxunmadan istifadə olunsa 

da, fraqmentdə hər bir pozisiya ən azı 6X (mapping coverage) 

əsasında tanınmalıdır. Hər bir pozisiyanın 6X vasitəsilə 

müəyyənləşdirilməsi homo-və heteroziqotluğu müəyyənləşdirmək, 

yaxud SNP-i təyin etmək üçün mütləqdir.  

 

Bütün bu prosedurlar nümunə (reference) genom, onun nukleotid 

ardıcıllığı əsasında icra olunur. 

 



















READ-LƏRİN XƏRİTƏLƏNMƏSI (ALIGNEMENT) 

Beləliklə,  

 Xəritələnmə (Alıgnement) nümunə (referens) genom 
əsasında aparılmışdır (de novo sequencing deyil,  
resequencing adlanır). Cari tədqiqat işində nümunə genom 
kimi şaftalı genomundan istifadə edilmişdir; nümunə genom 
müxtəlif axtarış bazaları, məs., NCBI (National Centre of 
Biotechnology Information), GDR (Genome Database for Rosaceae), 

TAIR (The Arabidopsis Information Resource), PGSB (Plant Genome 
and Systems Biology-for Barley data) vasitəsilə gətirilə bilər və 
FASTA faylı şəklində verilir. 

 

 Xəritələnmə (Alignement ) və ya ardıcıl qruplaşdırma BWA 
kompüter proqramı əsasında aparılmışdır, pulsuzdur və dos 
sistemi kimi əmrlərlə (command) işləyir, həmçinin CLC 
vasitəsilə icra oluna bilər. 

  

 Readlərin 50-60%-i nümunə (reference) genoma uyğun 
qruplaşdırılmalıdır . 

 



GENLƏR ÜZƏRİNDƏ FOKUSLANMA 

 



GENLƏR ÜZƏRİNDƏ FOKUSLANMA 

 Genlər haqqında annotasiya informasiyası GFF fayl 

ölçüsündə saxlanılır və müxtəlif mənbələrdən, məs., 

GDR-dan (Genome Database for Rosaceae) alınır. 
 

 Annotasiya əsasında gen regionlarına uyğun read-lərin 

ekstraksiyası (digərlərindən ayrılması) aparılır.   

 

 Read-lərin 20-28%-i genlərdaxili sahələrə uyğun 

olmalıdır. 

 



SNP-LƏRİN PROQNOZLAŞDIRILMASI 



SNP-LƏRİN PROQNOZLAŞDIRILMASI 
 

 SNP : Single-Nucleotide 

Polymorphism – vahid nukleotid 

polimorfizmləridir 

 Şaftalı genomunda read-lərin 

düzləndirilməsi və ya xəritələnmə 

üçün mühüm olan addımlar  

 SAMtools vasitəsilə 

proqnozlaşdırma 

 Şaftalı və ərik genomları 

arasında gendaxili regionlarda 

1.8-2 milyon SNP mövcuddur.   

 

 



SNP-LƏRİN FİLTRASİYASI 



 Filtrasiya şağıdakı kriterilər əsasında aparılır:  

 Minimum təkrarların miqdarı (Minimum depth) 

müəyyənləşdirilir; bu məqsədlə 8X, 6X, 4X təkrarların nəticələri 

müqayisə olunur 

 Təyin edilmiş SNP-nin təsdiqi üçün alternativ allel variantına 

malik read-lərin sayı ümumi readlərin 35%-ni təşkil etməlidir.  

 Yəni əgər hər hansı pozisiya 8 dəfə oxunmuşdursa (8X və ya 

coverage mappeng 8-ə bərabərdir, yəni 8 readlə oxunmuşdur), 

onda bu pozisiya üzrə SNP-nin mövcudluğunu (yəni homo- və 

heteroziqotluğu, yaxud, nümunə genomla müqayisədə nöqtəvi 

mutasiyanın baş verməsini) əminliklə söyləmək üçün, onlardan ən 

azı 3-ü (yəni 8-in 35%-i) alternativ allelə malik variant olmalıdır, 

əks təqdirdə, təyin olunmuş SNP seqvensinqin səhvi kimi qəbul 

olunur.  

 

 

SNP-LƏRİN FİLTRASİYASI  

Ətraflı proqnozlaşdırma 

 





 SNP-LƏRİN TƏYİNİ  

 



SNP-LƏRİ NECƏ TƏYİN ETMƏLİ? 



SNP-LƏRİ NECƏ TƏYİN ETMƏLİ? 



SNP-LƏRİ NECƏ TƏYİN ETMƏLİ? 



SNP-LƏRİ NECƏ TƏYİN ETMƏLİ? 



ƏLDƏ OLUNMUŞ MƏLUMATLARIN ÜMUMİLƏŞDİRİLMƏSİ 

 Çoxlu sayda nümunə analiz edilməlidir (ilkin olaraq, müxtəlif 

praymerlərlə) 

 Onlar bir-birləri ilə 2-2 müqayisə olunmalıdır; 

 Hər bir lokus və hər bir genotip üçün SNP-lərin cədvəli tərtib 

olunmalıdır. Məs.,                               1  2  3   4   5  6  7 ........93-cü nümunə 

                      1-ci pozisiya                     A A A A/T T A T 

                         2-ci pozisiya                     T T A T/A A    A 

                         3-cü pozisiya və s.            CG C   C  C C C/G 
 

 Coverage mapping 8-dir, yəni hər bir pozisiya ən azı 8 read vasitəsilə 

müəyyənləşdirilmişdir;  
 

 Sequensing nəticəsində çoxlu sayda məs., 2909906 lokus və ya 

pozisiyada SNP öyrənilə bilər, yəni populyasiya daxilində göstərilən 

miqdarda lokuslar üzrə müxtəliflik aşkar edilə bilər və onlardan 

    az miqdarı, məs., 220,779 lokusun SNP-ləri tamamilə dəqiqləşdirilə, 

yəni hər birinin nukleotid növü bütün genotiplərdə aşkar oluna, digər 

2689127 lokusda isə hər hansı genotip və genotiplərdə müəyyən mövqe 

tam dəqiqləşdirilmədiyindən,  onlar analizdən kənarlaşdırıla bilər.   

N 



DAİRƏ QAPANIR! SEQUENCING-İN NƏTİCƏLƏRİNİN 

İCRA STRUKTURUNUN TAMAMLANMASI 

 



 

ƏLDƏ OLUNMUŞ MƏLUMATLARIN 

İSTİFADƏSİ 
 

 

 GWAS – Genome Wide Association Studies – 

Genom üzrə geniş assosiasiya olunmuş 

tədqiqatlar 
 

 Şarkaya davamlılıq və ağacların çiçəkləmə 

müddəti ilə ilişikli lokusların təyini  
 

 QTL analizi vasitəsilə əldə olunmuş məlumatlarla 

müqayisəsi 

 



NGS nəticələrinin CLC kompüter 

proqramı vasitəsilə işlənilməsi 







MAPPING TABLE – MAPPING (XƏRİTƏLƏNMƏ) CƏDVƏLİ 



MAPPING TABLE – MAPPING (XƏRİTƏLƏNMƏ) CƏDVƏLİNİN İZAHI 



XƏRİTƏLƏNMƏNİN STATİSTİK CƏDVƏLİ – MAPPING SUMMARY 

REPORT  



SNP CƏDVƏLİ  



Bioinformatik proqramların tətbiqi ilə 

izah olunmuş NGS nəticələrinin 

statistik analizi 



Genotype table – Genotip cədvəli 



Mapping table – Mapping cədvəli 



Diversity results from PLINK software – PLINK kompüter 

proqramının tətbiqi ilə genetik müxtəlifliyin araşdırılması 



K=2 

K=7 

Resequencing və analiz olunmuş rüşeym plazması 

materialının genetik strukturu (Frappe software) 



GWAS analysis (association between phenotypic and genotypic 

variations) – GWAS analizi (fenotipik və genotipik variasiyalar 

arasında assosiasiyalar) 



R software – R kompüter proqramı 




