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Bu tez calismasinda, kromozom sayisi 2n=4x=68 ile tetraploid olan Polygala
vulgaris L. tirane ait iki farkli populasyondan toplam bes bireyin tim genom dizilimi
biyoinformatik analizlerle incelenmigtir. Calismada, genom boyutu tahminleme
yontemlerinden k-mer ve k-mer tabanli olmayan programlar kullaniimig ve sonuglari
kargilastinimistir. Ayrica genom heterozigotlugunun tahmini, hareketli elementlerin
siniflandiriimasi ve bunlarin poliploidi ile olan iligkileri arastiriimis ve elde edilen
veriler tartisiimigtir. Bunlarin yaninda, poliploid genom analizleri sonucunda, her
bireyin evrimsel surecinde gecirdigi poliploidi olaylari ile bu olaylarin gergeklesme
zamani ile tim genom duplikasyonu haricindeki duplikasyon cesitleri de tahmin

edilmistir.

Taksonlarin tim genom dizilimleri de novo assembly yontemiyle haritalanmistir.
Calisilan bes bireyde genom boyutlari, k-mer tabanl g¢alisan programlardan
Kmergenie ile 1300-2024 Mb arasinda; GenomeScope ile 68-404 Mb olarak



hesaplanirken; k-mer tabanli olmayan SGA programiyla 1224-1951 Mb arasinda
hesaplanmigtir. Heterozigotluk seviyeleri ise %4,8 %16, %21,68, %10 ve %4,56
olarak hesaplanmistir. Her Ornegin genomundaki hareketli element igerikleri
%49,39, %45,62, %43,16, %51.01 ve %45.15 olarak bulunmus ve genom igeriginin
neredeyse vyarisinin  transpozonlardan  olustugu goOsterilmistir.  Yapilan
biyoinformatik analizler sonucunda tirin ortaya c¢ikis zamaninin yaklasik 65 — 72
myo oldugu ve her iki populasyonun da iki adet paleo-poliploidi gecirdigi
gosterilmigtir. Bunlardan birinci poliploidinin ortalama 55 milyon yil 0Once,

ikincisininse ortalama 34 milyon yil dnce gergeklestigi bulunmustur.

Calisma sonucunda klasik yontemlerle ve laboratuvar kosullariyla elde edilen ploidi
tespiti ve genom boyutu gibi bilgilerin biyoinformatik analizlerle de elde edilebilecegi
ve boylelikle laboratuvar kogullarindaki hata payinin en aza indirgenip, eldeki dizi ile
cok daha fazla bilgi ve analize ulasilabilecedi gosterilmistir. Bu tez g¢alismasiyla
Polygala vulgaris bireylerine ait ilk tim genom dizisi elde edilmis, ploidi zamanlarinin
tahminlemesi yapilmis ve turn ortaya ¢ikis zamani belirlenmigtir. Ayrica, yeni nesil
dizilemeyle elde edilen kisa okumalarin analiz edilmesiyle bu turde ilk kez genom

karakterizasyonu yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik, Heterozigot, lleri Sekanslama Yontemleri, k-

mer Analizi, Polygala vulgaris, Paleopoliploidi



ABSTRACT
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In this thesis study, the whole genome sequencing of five individuals from two
different populations of the tetraploid species Polygala vulgaris L., with a
chromosome number of 2n=4x=68, was analyzed using bioinformatics tools.
Genome size estimation methods, including k-mer based and non-k-mer based
programs, were utilized and their results were compared. Additionally, genome
heterozygosity estimation, the classification of transposable elements, and their
relationships with polyploidy were investigated, and the findings were discussed.
Furthermore, through polyploid genome analyses, the polyploidy events each
individual experienced during their evolutionary history, the timing of these events,

and duplication types other than whole-genome duplication were also estimated.

The whole genome sequences of the taxa were mapped using the de novo
assembly method. In the five studied individuals, genome sizes were estimated to
range between 1300-2024 Mb with Kmergenie (k-mer based), 68—-404 Mb with
GenomeScope, and 1224-1951 Mb with the non-k-mer based SGA program.
Heterozygosity levels were calculated as 4.8%, 16%, 21.68%, 10%, and 4.56%. The



transposable element contents in each genome were found to be 49.39%, 45.62%,
43.16%, 51.01%, and 45.15%, indicating that nearly half of the genome content
consists of transposons. Bioinformatics analyses revealed that the emergence of
the species occurred approximately 65—72 million years ago (mya) and that both
populations experienced two paleo-polyploidy events. The first polyploidy event was
estimated to have occurred around 55 million years ago, while the second occurred

approximately 34 million years ago.

As a result of this study, it was demonstrated that information such as ploidy
detection and genome size, traditionally obtained through classical methods and
laboratory conditions, can also be derived through bioinformatic analyses. This
minimizes the margin of error in laboratory conditions and enables access to much
more information and analyses using the available sequence data. Through this
thesis, the first whole-genome sequence of Polygala vulgaris individuals was
obtained, the timing of ploidy events was estimated, and the emergence time of the
species was determined. Moreover, the first genome characterization of this species
was conducted by analyzing short reads obtained through next-generation

sequencing.

Keywords: Bioinformatics, Heterozygosity, Next-Generation Sequencing, k-mer

Analysis, Polygala vulgaris, Paleo-polyploidy
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1. GIRIS

Poliploidi, canliya ait bir hicrenin ikiden fazla tam kromozom seti tasima
durumu olarak tanimlanmaktadir ve yeryuzindeki bitki cesitliligini etkileyen
temel faktorlerden biridir. Dunyadaki hemen hemen tim bitki soylarinin
genomlarinin yapisina yansiyan, evrimlerinde birka¢ poliploid olaya maruz
kaldigi tahmin edilmektedir. Bitkilerde, poliploidizasyon olaylarinin hem
laboratuvarda akig sitometri ve klasik kromozom sayma yontemleriyle hem de

biyoinformatik analizlerle tespit edilmesi mumkundur.

Bu tez ¢alismasinin amaci, kromozom sayimi ve akis sitometri yontemleriyle
tetraploid oldugu tespit edilen Polygala vulgaris L. tirtne ait iki populasyonun
ploidi seviyesini, genom boyutunu ve poliploidizasyon olaylarini, yuksek
hacimli DNA (YHD) verisiyle gercege en yakin bigimde tahmin etmektir.
Biyoinformatik analizlerde kullanilan YHD verisi, ileri nesil DNA dizileme
yontemiyle elde edilmistir. Bu hedefi gergeklestirmek amaciyla tetraploid iki
populasyona ait bes bireyin YHD verisi Uzerinde k-mer temelli ve k-mer temelli
olmayan analizler yapilmigs ve elde edilen heterozigotluk duzeyleri
karsilastinimigtir. Ayrica, YHD verisiyle genom boyutu tahminlemesi yapilarak
akis sitometrisi ile belirlenen c¢ekirdek DNA boyutuyla karsilagtiriimigtir.
Genomda bulunan hareketli element sinif ve yuzde igerikleri tespit edilerek
genom karakterizasyonu yapilmistir. Daha ileri analizlerle, her bireyin bugline
kadar gecirdigi poliploidi olaylari, bu olaylarin zamani ve tum genom
duplikasyonu haricindeki duplikasyon cesitleri analiz edilmigtir. Elde edilen

veriler 1s1ginda turtin yaklasgik ortaya ¢ikma zamani da hesaplanmistir.

Tez galismasinda uygulanan metod, elde edilen sonuglar ve mevcut literaturle
tartisma kismina gegmeden Once turin sahip oldugu guncel taksonomi
ayrintilandiriimigtir. Bunun yani sira poliploidi basligi altinda cinsin ve turin
sitogenetik 6zellikleri hakkinda bilgi verilmis ve poliplodi ¢alismalarinda YHD
verisinin  kullaniminin  saglayabilecedi avantajlar sirasiyla asagida

aciklanmistir.



1.1. Polygalaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Polygalaceae familyasi APG sistemine gore Fabales takimi icerisinde yer alir,
dort tribusa ayrilan bu familya, 29 cins altinda ve 1200 tirden olusmaktadir
[1]. Arktik zonlar, Antarktika ve Yeni Zelanda disinda kozmopolit yayilig
goOsteren bir familyadir. Yaklagsik 1200 tur igeren Polygalaceae, Fabales
takimi igerisinde takson sayisi bakimindan Fabaceae familyasindan sonra
gelmektedir [2,3].

Polygalaceae familyasi molekuler c¢alismalarin dncesinde, zigomorfik
ciceklere sahip olmasindan dolayi Fabaceae familyasi ile benzer goriimus
ancak bu benzerlik morfolojik gézleme dayali olarak kalmistir. Polygalaceae
familyasi zaman igerisinde Malpighiales veya Polygalales takimlari altinda
Krameriaceae, Trigoniaceae, Vochysiaceae, Tremandraceae  ve
Malpighiaceae familyalari ile birlikte siniflandiriimistir. Molekiler sistematik
calismalarinin yurGittlmesi ile beraber Polygalaceae familyasinin Fabaceae
familyasi ile taksonomik olarak yakin oldugu tespit edilmis ve Polygalaceae
APG I'de Fabales takiminin altina alinmistir [4]. Polygala cinsi igerisinde yakin
zamanda P. tenuifolia Willd. turinlin Fabaceae taksonlariyla olan ayrilma
zamanlari uzun okumalari genom bilgisine dayali olarak hesaplanmistir (Sekil
1.1) [5].

Gene families
Expansion/Contraction +944/-187

V.vinifera
+2/-334 [112.6 (108.3-:115.6) +1662/-242 A.thaliana
99.0(96.3-103.0) $3230/10 Ptenuifolia

+73/-475

381 /-261
23301/ 2612 M.truncatula

+787/-846 80.5 (73.0-89.5)

+579/-1369 [38 (29.1-46.5)

MRCA 128.2 (122.1-134.1) +7230/-472
(24796) +722/-2218 19.6 (5.7-25.9) Gmax
+461/-878 45.4 (36.6-54.8) +500/-1899 Pvu]ganis
+1923/ 30 A.duranensis
S A.coerulea
150 SIO 610 3'0 6 million years ago

Sekil 1.1. Polygala tenuifolia’ya ait karsilastirmali gen agaci [5].



Gen agacindaki yesil ve kirmizi sayilar, sirasiyla genislemis ve daralmis gen
ailelerinin sayisini gostermektedir. Evrim dugumlerinin etrafindaki mavi
sayllar ise turin (milyon yil énce) ayrisma zamanini temsil etmektedir. Bu
verilere gore P. tenuifolia ve Fabaceae familyasi arasindaki zaman farkinin
73-89 MYO oldugu tahmin edilmistir.

1.2. Polygala Cinsinin Genel Ozellikleri

Yaklasik 580 tir igeren, Polygala L., Polygaleae (Polygalaceae, Fabales)
tribusu igindeki en cok tur igeren cinstir [6]. ik taksonomik siniflandirmayi
Candolle (1824), bu cinsi sekiz ayri seksiyona ayirarak yapmistir. ilk kapsamli
taksonomik siniflandirma c¢alismasi Chodat (1891) tarafindan yapiimis ve
seksiyonlar, alt seksiyonlar, seriler ve alt serileri iceren, o gune kadar bilinen
tum Polygala taksonlari igin cins alti bir siniflandirma onerilmistir. Baglangigta,
Chodat (1891) Polygala'y: on iki alt seksiyona ayirmis, 1893'te adlandirma
calismalarini gergeklestirmistir. Daha sonra (1896) birka¢ bagska seri ve alt
seksiyonu tanimlamig, familyayr Polygaleae, Moutabeae Chodat,
Xanthophylleae Baill olmak Uzere U¢ ayri tribusa ayirmistir [7]. Sonrasinda,
arastirmacilar bazi taksonomik dizenlemeler gergeklestirmis, Eriksen (1993)
Carpolobieae tribusunu eklemis bdylece familyanin tribus sayisi doérde
yukselmistir [8]. Uluslararasi Alg, Mantar ve Bitki Adlandirma Yasasi'nda yer
alan guncelleme ile Moutabeae tribusunun ismi Diclidanthereae Reveal olarak

degistirilmistir [9].

Polygala cinsi polifiletiktir ve filogenetik analizlere dayali olarak, Yeni Dinya
Kladi (YDK), Eski Dinya Kladi (EDK) ve ugunclu olarak Polygala subg.
Chodatia Paiva olarak iyi desteklenmis ¢ klada bolinmastur [6,10,11]. Ancak
son zamanlarda Yeni Dunya Polygala taksonlari yeni cins altinda kabul
edilmektedir [12]. Ulkemizde, yedisi Tirkiye'ye endemik olmak (izere OWC'ye
ait 20 Polygala turt bulunmaktadir [13-16].

Turkiye Floras’'na gore Polygalaceae familyasi, Ulkemiz icin yalnizca
Polygala cinsi ile temsil edilmektedir. Avrupa florasinda yer alan 33 farkl
Polygala turinun yedi tanesinin Turkiye’de de yayilis gosterdigi belirtilmistir
[17]. Flora Orientalis’te P. monspeliaca L, P. alpestris Rchb., P. comosa

Schkuhr. gibi bazi turlerin Ulkemiz ve c¢evre cografi bdlgelerde yayilis
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gOsterdigi belirtilmistir [18]. Turkiye’de yayilis gosteren Polygala taksonlari
Cizelge 1.1’de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Turkiye’de yayilis gosteren Polygala taksonlari.

1- Polygala myrtifolia L. Sp. PI. 703 (1753). Kiiltir Bitkisi

2- P. supina Schreb., Icon. Descr. PI. [Schreber] 19, t. 19 (1766)

3- P. stocksiana Boiss., Diagn. ser. 2(1): 59 (1853).

4a- P. pruinosa Boiss., Diagn. ser. 1(1): 8 (1843) emend. Diagn. ser. 2(1): 58 (1853).
subsp. pruinosa

4b- P. pruinosa Boiss., Diagn. ser. 1(1): 8 (1843) emend. Diagn. ser. 2(1): 58 (1853)
subsp. megaptera Cullen in Notes R.B.G. Edinb. 25: 46 (1963). ENDEMIK

5- P. venulosa Sm. in Sibth. & Sm., Fl. Graec. Prodr. 2: 52 (1813).

6- P. major Jacq., Fl. Austr. 5: 6 (1778).

7- P. anatolica Boiss. & Heldr., Diagn. PI. Orient. ser. 2, 1: 57 (1854).

8- P. transcaucasica Tamamschian, Feddes Rep. 39: 325 (1935-36).

9- P. papilionacea Boiss., Diagn. PI. Orient. ser. 1: 8 (1843)

10- P. inexpectata Pesmen & Erik, Notes R.B.G. Edinb. 38:435 (1980). ENDEMIK

11- P. hohenackeriana Fiseh. & C.A.Mey. In Index Sem. Hort. Petrop. 4:42 (1838).

12- P. comosa Schkuhr, Bot. Handb. 2: 324 (1796).

13- P. vulgaris L, Sp. Pl. 702 (1753).

14- P. alpestris Reichenb., Iconogr. Bot. PI. Crit.1: 25 (1823)

15- P. peshmenii Eren et al. Bot. J. Linn. Soc., 158, 82—-86 (2008). ENDEMIK

16- P. turcica Dénmez & Ugurlu, Willdenowia 45: 430 (2015). ENDEMIK

17- P. monspeliaca L, Sp. Pl. 702 (1753)

18- P. azizsancarii Donmez, Phytotaxa 340 (3), 255-262 (2018). ENDEMIK

19- P. fadimeana Dénmez & Cecen Nordic Journal of Botany, (2023). ENDEMIK




20- P. seyfegoluensis Donmez, Ugurlu & Yuzb., Turkish Journal of Botany (2024).
ENDEMIK

Polygala cinsinde yaprak basit ve stipulasiz, spiral dizilmistir. Cigek salkimi
terminal veya aksiller, basit salkim seklindedir. Kaliks-korolla dizensizdir.
Sepaller 5 tane ve serbest, icte 2 tanesi genis ve petaloid, dista 3 tanesi kiguk
ve sepaloid. Petaller 3 tane, + birlesik ve bir staminal tlple birlikte gelismistir.
Stamenler monadelphous, 8 adettir. Anterler porlarla agilir. Kapsul 2-hicreli,
basik, genellikle kanatli. Tohumlar arillat, her bir lokllde 1’er adet, tlyll veya

tiiysiiz olabilir [19].

Polygala cinsinde bulunan sagak seklindeki gicek yapisi, tozlagmada etkin rol
oynamaktadir. Tozlastiricinin 6zellikle arilar oldugu bilinmektedir ve sacak
yapisinin tozlastiricilar igin nektara erisimin 6nemli bir etkeni oldugu
dusundlmektedir [20,21].

Polygala turlerinin kokleri ve toprak Ustu kisimlari dinya genelinde farkli
amaglar icin kullaniimaktadir. Farkli lokalitelerde kullanilan turler arasinda P.
tenuifolia, P. senega L. ve P. sibirica L.'nin kokleri en populer olanlaridir [22].
Bu cinse ait turler nadiren yiyecek veya igecek icin de kullaniimaktadir.
Ornegin, Polygala arillata var. revoluta G. S. Giri'nin kdkleri Nepal'de alkolli
icecekleri fermente etmek igin kullanilmaktadir [23]. Polygala cinsinde
ulkemizde de Polygala azizsancarii Donmez, P. peshmenii Eren ve P.
inexpectata Pesmen & Erik Uzerinde fitokimyasallar galisiimis ve etkinlikleri

gosterilmigtir [22,24].
1.3. Polygala vulgaris Turiiniin Genel Ozellikleri ve Yayilisi

Polygala vulgaris, Avrupa Sibirya fitocografik bdlgesinde Avrupa'nin hemen
her yerinde yayilig gosteren bir tirdur (Sekil 1.2). Bu tur, Turkiye'de Marmara,
ic Anadolu, Karadeniz ve Dogu Anadolu Bélgesi'nde yayilis géstermektedir.
Turun genig yayilis alanina istinaden herhangi yok edici bir tehdit s6z konusu

degildir. Ayrica tirin hayvan yemi olarak veya bagka bir kullanimi da olmadigi
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igin bozkir acikliklarinda herhangi bir tehlikeye maruz kalmadan varhgini

surdurmektedir.

B
4

B Tanitilan Sipheli B Dogal

Sekil 1.2. Polygala vulgaris tirintn DUnya’daki yayilisi (KEW, 2023).

Polygala cinsinin taksonomik revizyonuna iliskin tamamlanan proje (TUBITAK-
KBAG 1182708) kapsaminda Ulkemizdeki tur yayihs bilgisi gincellenmistir. Buna
gore bu takson 6zellikle Karadeniz boélgesinde yayilis gostermektedir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Polygala vulgaris turinun Turkiye'deki guncel yayilisi. Kirmizi
noktalar drneklerin toplandigi lokaliteyi, siyah noktalar sehirlerin merkezini temsil

etmektedir.

Tarin genel morfolojik 6zellikleri Sekil 1.4 A’da gosterilmistir ve genel olarak
asagidaki bigimde siralanabilir:

Cok yillik otsu bitki, 30 cm'ye kadar boylanir. Govde dik ya da serilici, oluklu ve
cizqgili, tabandan ¢ok dallanmig, genellikle ince tlylu, nadiren tuysuz. Yapraklar
alternat, sapsiz; govde yapraklar 15-25 x 1-3 mm, ipliksi, seritsi, nadiren dar
eliptik, kenar duz ya da ige kivrik, tepesi siviri ya da kut. Cigekkurulu 5-15 cm,
ustte gevsek basak halinde; tepede koma bazen gorullr; gigcekler mor-mavi.
Brakteler 2—-2.5 x 0.3-0.6 mm, genellikle pedisellerden kisa, mizraksi, genellikle
tlysuz, dokulucu; brakteoller 0.5-1 x 0.2-0.4 mm, seritsi-mizraksi, tlysiz,
dokulucu. Pediseller 1.5-2 mm, taysuz. Cicekler mavi, pembe veya nadiren
beyaz, yatay ya da sarkik. Dis ¢anak yapraklarin alttaki ikisi esit 3—4 x 0.3— 0.6
mm, tuysuz, bazen kenarda kirpikli; Ust dig canak yaprak kismen dizsi, 4-5 x 0.7—
1 mm, mizraksi ya da yumurtamsi, tlysuz, bazen kenari Kirpikli; i¢ sepaller
petalsi, mavi, pembe veya nadiren beyaz; 5-9 x 3—5 mm, kapsulden uzun, eliptik,
tuysuz bazen damarlarda ve kenarda kirpikli, tabandan ¢ikan 3 damar genellikle
anastomozlu. Korolla agik ya da koyu mavi-mor; Ust petaller 5-7 x 2—4 mm,
eliptik; alt petal 4—5 mm, tepede ibikli. Ovaryum 2.3-3.5 x 2—3 mm. Kapsul 5-5.5
x 3.5-4 mm, sapsiz veya kisa sapli, kalpsi, emarginat, damarli, anastomozlu,



kanatl. Tohumlar 2.5-3 x 1—-1.2 mm, elipsoid, uzun batici tlylG; karunkul iki-tg¢

loblu. Tarun gicek ve meyve goruntusiu Jekil 1.5’te verilmistir.

Sekil 1.4. A. Polygala vulgaris tirintn genel gorinusu B. Cigcek kurulu ve ayrintili

cicek goruntusu (Fotograflar: Ali A. Dénmez).
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Sekil 1.5. Polygala vulgaris’in gicek ve meyve yapisi A. Turln gicek yapisi B.
Turdn meyve yapisi (Fotograflar: Ali A. D6nmez).

1.4. Polygalaceae Familyasi ve Polygala Cinsinde Sitogenetik Veriler

Polygalaceae karyolojik durum bakimindan oldukc¢a degdiskenlik géstermektedir.
Familyaya ait temel bir kromozom sayisi belirtimemektedir [25]. Polygala
cinsinde yer alan bazi taksonlarin kromozom sayilari Cizelge 1.2'de verilmistir.



Cizelge 1.2. Polygala taksonlarina ait literatire dayali diploid (2n) kromozom

sayilari [26].
Takson Adi Kromozom Kaynak
Sayisi (2n)
Polygala abyssinica R. Br. Ex Fresen. 38 Sharma & Mehra, 1978
P. alba Nutt. 24 Léve, A., 1983
P. alpestris Rchb. 34 Merxmdller & Heubl, 1983
P. alpina (DC.) Steud. 34 Merxmiller & Heubl, 1983
P. amara L. 28 Glendinning, 1960
P. amara subsp. Brachyptera Hayek 34 Merxmdller & Heubl, 1983
P. amarella Crantz 34 Merxmuller & Heubl, 1983
P. anatolica Boiss. & Heldr. 32 Léve, A., 1988
P. apiculata Porta 24 Peruzzi ve ark., 2005
P. boliviensis A. W. Benn. 18 Marhold ve ark., 2019
P. boykinii Nutt. 28 Cave, M. S., 1963
P. calcarea F. W. Schultz 34 Glendinning, 1960
P. carueliana (A. W. Benn.) Caruel 16 Bechi ve ark., 1996
P. chamaebuxus L 44 Cave, 1959
P. nuttallii Torr. & A. Gray 46 Lewis & Davis, 1962
P. chapmanii Torr. & A. Gray 72 Cave, M. S., 1963
P. chinensis L. 48 Léve, A, 1967
P. comosa Schkuhr 34 Merxmuller & Heubl, 1983
P. crotalarioides B. -Ham. Ex DC. 28 Sharma & Mehra, 1978
P. cruciata L. 36 Lewis & Davis, 1962
P. curtissii A. Gray 40 Lewis & Davis, 1962
P. dolichocarpa S. F. Blake 16 Love, A., 1983
P. erioptera DC. 48 Khatoon,S.&S.1.Ali., 1993
76 Sharma & Mehra, 1978
P. fishiae Parry 18 Ornduff, 1968
P. flavescens 22 Peruzzi ve ark., 2017
P. grandiflora Walter 28 Lewis & Davis, 1962
P. longifolia Poir. 38 Sharma & Mehra, 1978
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P. lutea L. 68 Lewis & Davis, 1962
P. macrostigma Chodat 28 Moore, R.J., 1977
P. major Jacq. 34 Letz ve ark., 1999
P. mariana Mill. 34 Lewis & Davis, 1962
P. microphylla L. 32 Zapatero & Rosello, 1985
P. monspeliaca L. 38 Moore, R.J., 1977
P. multiflora Poir. 52 Federov, 1974

P. myrtifolia L. 38 Glendinning, 1960
P. nana DC. 68 Lewis & Davis, 1962
P. nicaeensis Risso ex W. D. J. Koch 34 Lewis & Davis, 1962
P. nuttallii Torr. & A. Gray 46 Lewis & Davis, 1962
P. ovatifolia A. Gray 56-60 Lewis & Davis, 1962
P. paniculata L. 52-56 Federov, 1974

P. paucifolia Willd. 34 Léve, A., 1982

P. polygama Walter 56 Lewis & Davis, 1962
P. praetervisa Chodat 96 Cave, M. S., 1963
P. ramosa Elliott 68 Lewis & Davis, 1962
P. reducta S. F. Blake 30 Lewis & Davis, 1962
P. rivularis Gurke 24 Moore, R.J., 1977
P. rugelii Shuttlew. Ex A. Gray 68 Lewis & Davis, 1962
P. rupestris Pourr. 34 Dahlgren, 1971

P. scoparia Kunth 16 Lewis & Davis, 1962
P. scoparioides Chodat 34 Lewis & Davis, 1962
P. senega L. 34 Love, A., 1982

P. serpyllifolia Hosé 34 Glendinning, 1960
P. sibirica L. 42 Stepanov, 1992

P. stenopetala Klotzsch 26 Moore, R.J., 1977
P. tenuifolia Willd. 34 Fu ve ark., 2007

P. triflora L. 38 Federov, 1974

P. tweedyi Britton ex Wheelock ~28 Lewis & Davis, 1962
P. vayredae Costa ? Lewis & Davis, 1962
P. vergrandis W. H. Lewis 24 Love, A., 1983

P. verticillata L. 34 Léve, A., 1982
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P. vulgaris L.

28, 32,
~56, 68

Lewis & Davis, 1962
Merxmuller & Heubl, 1983

Kromozom Sayisi Veri Tabani’ndan alinan ve Polygala cinsine ait kromozom

sayilarinin olusturdugu histograma gore 2n=48-78 sayllari arasinda degismekle

birlikte temel kromozom sayisi n=17dir (Sekil 1.6). Cins igerisinde en yuksek

kromozom sayisi 2n=96 ile P. praetervisa ‘da, en dusuk kromozom sayisi ise

2n=16 ile P. dolichocarpa ve P. scoparia taksonlarinda gézlemlenmistir (Cizelge

1.2).
Polygala

Median(n)=27.0
Min=12, Max=28
Median(n)=17.0
Min=7, Max=48

3 -

2 -

1 -

0- i

78

12 17 20 24 28 34

48

Sekil 1.6. Polygala taksonlarina ait temel kromozom sayisini gosteren histogram

[26].

Polygala cinsine ait hem kromozom sayimi hem de akis sitometri analizi olan

fazla sayida galisma yapilmadigi gorilmistir. Ingiltere’de yayilis gosteren

bireylerin genetik iligkisinin arastirildigi bir calismada (1988), Polygala vulgaris
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turinin diploid ve tetraploid bireylerinin ¢cevresel faktorlerden etkilenme seviyeleri
morfolojik 6zellikleri karsilastirilarak arastirilmis ve poliploidinin  ¢evresel
faktorlere uyum saglamada yardimci oldugu belirtilmistir [27].

Cinse ait kromozom say! tespitinin yani sira genom boyutunu belirlemede akis
sitometri yontemi de kullaniimistir. Genel olarak Polygala cinsinde yapilan akis

sitometri calismalarindan elde edilen sonuglar ise Cizelge 1.3’te verilmigtir [28].

Cizelge 1.3. Polygala taksonlarina ait gekirdek DNA icerigi (2C degeri).

Takson Adi Kromozom 2C Degeri Referans
Sayisi (2n) (p9)

Polygala amara | 2n = 34 2C =0.84 Temsch ve ark., 2010
ssp. brachyptera
P. angustifolia - 2C =0.85 Horjales ve ark., 2003
P. calcarea cv.|2n=30 2C =0.86 Hanson ver ark., 2005
Lillet
P. vulgaris - 2C =0.89 Horjales ve ark., 2003
P. sanguinea - 2C=0.90 Sonnier, 2016
P. microphylla - 2C =1.05 Horjales ve ark., 2003
P. major 2n =34 2C =1.07 Pustahija ve ark., 2013
P. polygama - 2C=1.31 Bai ve ark., 2012
P. supina - 2C=1.79 Pustahija ve ark., 2013
P. vayredae 2n =28 2C =2.71 Castro ve ark., 2007
P. paucifolia - 2C=3.10 Bai ve ark., 2012

Polygala cinsinde 2C degerleri ve kromozom sayilari literatirde bu cinsin hala
cok calisiimadigini gostermektedir. Cins icerisindeki 11 adet tiriin Genomik DNA
icerigi hesaplanmistir. Bu hesaplamaya goére 2C degeri 0.84 - 3.10 pg arasinda
degismektedir. Buna gore cinsin genom boyutu ortalama 1.367 Mb bulunmustur.
Cins icerisinde kromozom sayisindaki degiskenlik, 2C degerindeki degiskenlikle

paralel olarak gozlenmigtir.

1.4.1. Polygala vulgaris Turiinde Sitogenetik Veriler
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Hem literatlr taramasinda hem de yapilan M. K. Senova tez ¢alismasinda [25]
P. vulgaris tartnun farkh sitotiplerinin oldugu bilinmektedir. Bu tez ¢calismasinda
incelenen iki populasyonun da 2n= 68 kromozom sayisi ile tetraploid oldugu
kromozom sayimi ve akis sitometri sonuglariyla gézlemlenmistir.

Bu tlrin akis sitometri verilerinde ploidi seviyesinin farkhligindan kaynakl
degiskenlikler bulundugu duisinilmektedir. Kew Science verilerine gore Polygala
vulgaris'in kromozom sayisi belirtimese de 2C degerinin 0.89 pg oldugu
hesaplanmigtir (Cizelge 1.2). Ancak, M. K. $Senova’nin Turkiye’'deki Bazi Polygala
L. (Polygalaceae) Taksonlarinin Kromozom Sayimi ve Akis Sitometri (Fcm)
Teknikleri ile Sitotaksonomisi (2021) tez calismasinin verilerine gore, AAD20628
numarali érnegin 3 bireyin kromozom sayisi 2n=68 ve ortalama 2C degeri 1,86
pg ve AAD20896 numarali 2 bireyin kromozom sayisi 2n=68 ve ortalama 2C
degeri 2.05 pg olarak belirtilmistir [25].

1.5. Poliploidi

Poliploidi (tim genom duplikasyonu), diinya Uzerindeki bitki cesitliligini etkileyen
ve sekillendiren temel faktorlerden biridir [29]. Dunyadaki hemen hemen tum bitki
soylarinin genomlarinin yapisina yansiyan, evrimlerinde birka¢ poliploid olaya
maruz kaldigi tahmin edilmektedir [30,31]. Halihazirda paleo-poliploidizasyonun
kalintilarini tagiyan bitkilerin onemli bir kismi, gegirilen son poliploidizasyonun

etkilerini yagsamaktadir [32].

Poliploid olusumunun ana yollari gametik indirgememe ve somatik ikiye
katlamadir [33,34,35]. Gametik indirgenmeme durumunda, en az biri
indirgenmemisg, tam somatik kromozom tamamlayicisi igeren iki gamet,
poliploidiye yol agabilir. Zigotik, embriyonik veya sporofitik dokuda somatik ikiye
katlanma meydana gelebilir. Bu dokularda rastgele genom ¢ogalmasindan dolayi
kopyalanan bdlgelerde gamet olusumu yoluyla, canli poliploid yavrular da
uretilebilmektedir [34].

Poliploidi temel olarak ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan birincisine otopoliploidi,
ikincisine ise allopoliploidi denmektedir. Allopoliploidler genellikle
otopoliploidlerden daha gesitli gamet Gretmesiyle ayirt edilebilmektedir [36] (Sekil
1.7).
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Sekil 1.7. Poliploidinin tarlesmeyle iligkisini anlatan genel sema. (McGregor C.,
Polyploidy and Its Implications in Plant Breeding, 2012, kitabindan uyarlanmistir.)

Poliploidinin genel avantajlari olarak, iki diploid turden olusan poliploid yavrunun
ebeveyn turlerden daha gugclu ve buyuk olmasi, korunan gen bolgeleri sayesinde
genom heterozigotlugunu da koruyabilmesi ve bu sayede negatif mutasyonlardan
korunabilmesi, stres faktorlerine kargi daha direngli olabilmesi sayilabilmektedir
[36]. Bu orneklere benzer sekilde soya faslilyesinde yapilan bir calismada da
abiyotik streslere karsi tolerans artisi, patojenlere karsi daha yuksek direng
gOsterme, daha fazla ve daha buyuk tohuma sahip olma, gelistiriimis nitrojen

fiksasyonu gibi avantajlar gosterilmistir [37] (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Soya fasulyesinde poliploidinin genel semasi ve avantajlari.

Poliploidinin olusmasindaki faktorlerden biri olan hibridizasyon, hibrit tir Gretmek
icin genetik olarak farkli ebeveynler arasinda melezleme isleminin s6z konusu

olmasidir ve genellikle poliploid yavrular olusmasiyla sonuglanmaktadir [38].

1.5.1 Bitkilerde Poliploidi

Bitki ¢esitliligi ve iligkileri aydinlatmak amaciyla DNA dizilerinden elde edilen
kanitlar sayesinde devam eden arastirmalar, tim bitkileri birka¢c monofiletik gruba
yerlestirerek saglam bir soy olusturmustur [39]. Poliploidi, filogenetik analizlerde
Ozellikle genom duplikasyonunun kokenlerinde turler arasi hibridizasyondan
dolayr kafa karistirici bir faktor olarak tanimlanmaktadir. Ortaya ¢ikan gen
kopyalari uyumsuzluga yol acabilmektedir. Mutasyon, rekombinasyon ve
genomun yeniden duzenlemeleri, genetik ve uUreme izolasyonuna yol acma
potansiyeline sahip onemli evrimsel olaylardir. Poliploidi bitkilerde, ozellikle
Kapali tohumlularda uzun suredir dnemli bir tirlesme mekanizmasi olarak kabul
edilmektedir. Ayrica adaptasyon ve turlesmenin ana mekanizmasini temsil

etmekle beraber, genom evriminde énemli bir rol oynamaktadir [40,41].
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Tdm cicekli bitkilerin yaklasik yarisinin, iki veya daha fazla atadan gelen
kromozom setlerine sahip yeni poliploidler oldugu ve diploid atalarin genellikle
ayni veya yakin cins icinde oldugu dusunulmektedir [42]. Bununla birlikte
genellikle poliploid bitkilerde go6zlenen rekombinasyon, gen mutasyonu,
transpozon aktivitesi ve kromozomal yeniden duzenleme olaylarinin yani sira,
ayni sekilde poliploidi veya tam genom ¢ogalmasinin da bitki davranisi ve gen
fonksiyonunda evrim ve farkhlasmanin itici glcleri olarak ¢esitlenmeyi, tlirlesmeyi

ve dolayisiyla bitki evrimini mumkun kildigi dustunulmektedir [43].

Poliploid bitkilerin ayni populasyonlarinda birden fazla ploidi seviyeleriyle karma-
ploidi durumlari da gozlenebilmektedir ve en az iki sitotip bulunduran taksonlara
karma-ploid denmektedir [44]. Kolar ve ark. (2017) karma-ploidi populasyonunun,
turler ve cevre etkilesimini incelemek igin ideal bir populasyon oldugunu
dusunmektedir [44]. Bu baglamda Polygala vulgarisin kromozom sayimi
sonuglarina goére [25]; AAD20628 numarall drneklerin 2n=4x=68, AAD20896
numaral orneklerin 2n=4x=68 ve AAD20743 numarali drneklerin 2n=28+2B
kromozom sayisina sahip oldugu Olculmis ve karma-ploid olma Ozelligi
TUBITAK-KBAG 118Z7 no’lu 08 proje ¢alismasiyla tespit edilmistir.

Polygala cinsi diginda bagka taksonomik basamaklardan bitkilerde de karma-
ploiploid populasyonlar ¢calisiimistir. Bunlara ornek olarak ploidi seviyesi 3x, 4x,
6x, 7x, 8x, 10x, 11x ve 12x olarak dlgulen Phragmites australis Trin [45]; 2x, 4x,
6x ploidi seviyeleri ile Actinidia chinensis Planch [46]; 2x, 3x, 4x ve 5x ploidi
seviyeleri ile Pilosella alpicola F.W.Schultz & Sch.Bip. [47] verilebilir. Phragmites
australis galismasinda Cin’deki 6rnegdin iki soyu ve bu soylarda karma-ploidi
gozlemlendigi ve potansiyel melezlesmeyle beraber bu iki soy arasindaki genetik
farkhliklar belirtilmigtir. Actinidia chinensis galismasinda ise genomik gesitliligin
kaynaginin poliploidi ve hibridizasyon oldugu vurgulanmigtir. Son olarak,
Pilosella alpicola ¢alismasinda poliploidi gesidinin belirli taksonlarda gozlemlenen

genetik gesitlilik Gzerinde dnemli etkiye sahip oldugu belirtilmistir.
1.6. Poliplodinin Tespit Edilme Yontemleri

1.6.1. Laboratuvar Yontemleriyle Tespiti
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Ploidinin tespiti icin iki klasik yontem bulunmaktadir. Bunlardan biri klasik
kromozom sayma yontemidir [48]. Kromozomlar, canlilarin genetik yapisini
barindirmasi sebebiyle O6nemli materyaller olarak degerlendirilmiglerdir.
Kromozom sayimi ¢alismalari, canlilarin ploidi seviyesini belirlemek igin tercih
edilen bir yontemdir. Ancak kromozom sayimi galismalarinin yapilabilmesi igin
olgun ve sonrasinda ¢imlenmig bir kdk ucuna ya da polen hucresine ihtiyag
duyulmaktadir. Tohumun kok ucu vermedigi durumlarda kromozom sayimi
gerceklesememektedir. Ayrica bu yodntem tecribe gerektiren ve toksik
kimyasallarin kullanildidi bir surectir [49]. Bu da herbaryum materyalleri, birey
sayisi az olan ornekler ile ve c¢imlenme engeli olan bitkiler agisindan bir
dezavantaj yaratmaktadir. Ayrica klasik kromozom sayimi ¢alismalari ezme-

yayma preparasyon gibi zaman alici sureglere sahiptir [25], [50].

Bir diger yontem ise akis sitometri (FCM)'dir. Temel anlamda hticrenin fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerini tespit etmek icin kullanilan bir tekniktir. DNA icerigi, ploidi
tespiti, polisomati analizi gibi oldukga farkhh c¢alisma yontemlerinde de
kullaniimaktadir. Bitkilerde akig sitometrinin en yaygin olarak kullanildigi alan
cekirdek DNA analizidir. Cekirdek DNA igerigi genom buyukligu bilinen standart
bitki ile drnedin floresan yogunlugunun kiyaslanmasiyla belirlenmektedir. Analiz
oncesi standart materyal segimi oldukga dnemlidir. Bu standart, ¢cekirdek DNA
icerigi bilinen herhangi bir bitki olabilmektedir. Cekirdek DNA igeriginin
belirlenmesiyle bitkinin ploidi durumuyla ilgili yorum ve tahmin yapilabilmektedir.
LiteratUr kargilastirmasiyla, elde edilen 2C gekirdek DNA igeriginin pg cinsindeki
degeri bitkinin ploidi seviyesi hakkinda tahminler Gretilmesini saglamaktadir.
Ancak klasik kromozom sayimi c¢aligmalarinda oldugu gibi, akis sitometri
¢alismalarinda da bazi dezavantajli durumlar mevcuttur. Akis sitometri yontemi
kullanilacak olan 6rnegin genellikle canli yapragi bulunmalidir ve bu durum yine
herbaryum Ornekleri ve ¢imlenmesi zor olan oOrnekler igin bluyuk bir sikinti
yaratmaktadir. Deneysel ekipman iyi hazirlanmadiginda ise her iki yontemle de

ploidi seviyesini tahmin etmek oldukga zordur [51,52].
1.6.2. Yiiksek Hacimli DNA Verisi Kullanilarak Tahmin Edilmesi

DNA vyapisinin ilk kesfedildigi 1953 yilindan itibaren genom dizilemelerini

incelemek amaciyla ¢ok sayida teknoloji gelistiriimistir. Bu teknolojiler sirayla,
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Sanger (Birinci nesil), NGS (Yeni nesil, ikinci nesil), Uctincii Nesil ve Dérdiinci
Nesil Dizileme Teknolojileri olarak sayilabilir [53,54].

Sanger (birinci nesil dizileme), genellikle 500-1000 baz gifti uzunlugunda okuma
yapan bir dizileme yontemidir. Bu dizileme icin bir PCR amplifikasyonu veya
klonlama gerekmektedir. insan Genom Projesi, Sanger yontemiyle
tamamlanmistir. Sanger dizileme ydnteminin dezavantaji; zaman alici, disik
verim ve ylksek maliyetli olmasi ve daha fazla emek gerektirmesidir [55].

lleri Nesil Dizileme (NGS), Sanger'den sonra bilim diinyasina sunulan teknolojik
araclarla daha ¢ok veri elde etme imkani veren biri dizileme ydntemidir. ikinci
nesil dizileyiciler, in vivo klonlama ihtiyacini ortadan kaldirmistir ve DNA, adaptor
ile in vitro uygun boyutlarda dizileme kitaplklar Uretmek icin dogrudan

parcalanabilir hale gelmistir.

ikinci nesil dizileme teknolojileri, kullandiklari reaksiyon kimyasi temelinde iki
kategoriye ayrilir: (a) lllumina, Roche/454 ve lon Torrent tarafindan kullanilan
sentez yoluyla dizileme (b) ABI'nin SOLID dizileyicileri tarafindan kullanilan

ligasyon yoluyla dizileme [56].

Uclincii Nesil Dizilime yéntemlerinin en dnemli avantaji uzun baz ciftlerini hizli bir
sekilde okuyabilmeleridir. Amplifikasyon adimi gerektirmedigi icin, kitiphane
hazirlama sirasinda polimerazin neden oldugu hatalarin ortadan kaldiriimasini
saglamaktadir. Uglincli nesil sekanslayici tarafindan dretilen daha uzun
okumalar, de novo genom sekanslama ve birlestirmeye de imkan sunmaktadir.
Ayrica, genom igindeki yapisal varyasyonun daha dogru analizine ve ikinci nesil
sekanslayicilarda sinirli olan genomlarin daha bitisik yeniden yapilandirilmasina
da hizmet etmektedir [57].

Dérdunci nesil dizileme yontemi
ya da yerinde siralama yontemi, sabit hucre ve dokulardaki nukleik asit bilesimini
dogrudan okumak igin ikinci nesil NGS kimyasindan yararlanir. Yerinde siralama,
onceki dizileme nesillerinden iki agidan farkhlik gosterir. ilk olarak, numune
uzerinde okunan siralamanin mekansal dagilimi gorulebilir, bu da 6nemli
diizeyde bilgi saglar. ikinci bir fark, ayni anda analiz edilmesi miimkiin olan hiicre

sayisi agisindan verimdir. Tek hucreli RNA dizileme yontemleri, yalnizca birkag
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pikogram baslangi¢ materyali ile saglam olacak sekilde gelistiriimistir ve hlcre

dizileme oraninda bir artisin yani sira maliyette de bir azalma olmustur [58].

Yayinlanan ilk poliploid bitki genomu, 2010°’da Sanger teknolojisi ile soya
fasllyesine (Glycine max (L.) Merr.) aittir [59]. Bu calismay tetraploid olan
Arabidopsis lyrata (L.) O’Kane & Al-Shehbaz izlemektedir [60]. lllumina teknolojisi
kullanilarak dizilenen poliploid bitki genomlarinin érnekleri ise hekzaploid Triticum
aestivum L. (bugday) ve Gossypium hirsutum L. (pamuk) genomudur [61,62].
454 ve lllumina teknolojilerinin bir kombinasyonu olarak, Brassica oleracea
L. (lahana) ve B. napus L. (kolza tohumu) genomlari sekanslanmistir [63]. Zaman
gectikce ve teknolojilere ulagim kolaylastikga, bu c¢alismalarin sayilari hizla
artmigtir.

Uzun okumalarin bitki genomlarinda sagladigi en onemli avantajlardan biri de
hareketli elementleri (Transpozonlar) genomda saptayabilmektir. Tim genom
dizilenmesi, gen tahminlemesi, transpozonlarin saptanabilmesi ve evrimsel
karsilagtirmalar yapilabilmesi, genel olarak bir genom karakterizasyonun igerigini
olusturmaktadir [64].

Transpozonlar, genomda hareket edebilen DNA dizileri olarak bilinmektedir ve
mobil elementler olarak da adlandiriimaktadir. ilk defa 1948 yilinda Barbara
McClintock tarafindan misir bitkisinde (Zea mays L.) kesfedilmistir [65], [66].
Hareketli elementler, bitki genomlarinin yaklasik %80 kadarini, mantar
genomlarinin %3 ile 20'sini ve metazo genomlarinin %3 ile 52'sini temsil
etmektedir [67,68,69]. Transpozonlar, genellikle iki sinifa ayrilmaktadir: Birinci
sinifta bulunan Retrotranspozonlar, genom igerisine girebilmek ve kendisini
¢ogaltabilmek icin RNA'ya ihtiyac duyan elementlerdir. Bu elementler, RNA
polimeraz Il (RNA Pol Il) tarafindan kopyalanan mRNA'nin ters transkripsiyonu
ile cDNA'ya donustirdlerek gekirdek igine girerler. Genom iginde yeni bir konum
belirlerler ve kopyala-yapistir mekanizmasiyla transpoze olurlar [70]. Bu
mekanizma esnasinda bazi farkhliklar gosterdikleri icin Uzun Terminal Tekrarlari
(Long-Terminal Repeats; LTR'ler), Uzun Serpistiriimis Ogeler (Long Interspersed
Nucleotide Elements; LINE'ler) ve Kisa Serpistiriimis Ogeler (Short Interspersed
Nucleotide Elements; SINE'ler) seklinde ti¢ gruba ayrilmaktadir [71]. ikinci sinifta
bulunan DNA Transpozon elementleri ise kendilerini Retrotranspozonlar gibi

kopyalamazlar, hareketli elementler tarafindan kodlanan transpozaz enzimi
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araciligiyla baglandiklari DNA'dan kes-yapistir mekanizmasiyla farkli bir konuma
hareket edebilmektedirler. Bitkilerde en c¢ok bulunan hareketli element
Retrotranspozon sinifinin Uyesi Uzun Terminal Tekrarlari (Long-Terminal
Repeats; LTR'ler)’dir [72].

Genom yapisini aydinlatma c¢alismalarinin yani sira, bitkilerde ylksek hacimli
DNA verisiyle heterozigotluk yuzdesi elde edilerek poliploidi seviyesi
tahminlenebilmektedir. Bu analizleri yapabilmek ve heterozigotluk yluzdesini elde
etmek icin ve ayrica ham kisa okuma siralama verilerinden genel genom
Ozelliklerini (toplam ve haploid genom uzunlugu, tekrarlanan igerigin yizdesi ve
heterozigotluk orani) ve genel okuma o&zelliklerini (okuma kapsami, okuma
cogaltma ve hata orani) tahmin etmek icin siklikla kullanilan biyoinformatik
araclar geligtiriimigtir [73]. Heterozigotluk ylUzdesi triploid veriler i¢in %24,0’e
kadari allotetraploid veriler icin %18,0'a kadar, ototetraploid veriler igin %23,5'e
kadar, pentaploid veriler igin %24,0'e kadar ve hekzaploid veriler i¢in %24,0'a
kadar kabul edilmektedir [74].

Son yillarda, k-mer tabanli analiz ve karsilastirma ydntemleri, kromozomlar, tim
genomlar ve hatta metagenomlar gibi buyuk DNA dizilerinin analizi ve
heterozigotluk tahmini igin standart araclar haline gelmistir [75]. K-mer, dizi
birlestirmesinde kullaniimakta olup, DNA dizilemesinden elde edilen dizide yer
alan k uzunlugundaki bitiin muhtemel alt dizileri ifade etmektedir. kK degerinden
kac tane k-mer elde edilecedi n degeri ile ifade edilmektedir ve n, (Genom
Uzunlugu — k degeri ) + 1 olarak hesaplanir. Ornegin ATCG dizisinde genom
uzunlugu 4 oldugundan ve k=2 olacak sekilde (4-2) +1 =3 tane olasi k-mer
hesaplanir. Bunlar sirayla, AT TC CG bazlaridir. k =3 secilecek olursa, n degeri
(4-3)+1 = 2 olacaktir ve bunlar sirayla ATC TCG dizisidir.

K-mer yontemleri kullanilarak metagenomik, genom montaji, varyant saptama
gibi konular da ¢alisiimaktadir [76,77,78,79]. Optimum k sayisini bulabilmek igin
SGA [80] ve Kmergenie [81] gibi programlar kullaniimaktadir. Her iki program da
Python temeli olup, bu tez calismasi kapsaminda SGA genom boyutu
tahminlemede, Kmergenie ise oncelikli olarak optimum k sayisini bulmada

kullanilimistir.
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K-mer analizi ile poliploidi seviyesinin belirlenmesi yeni nesil DNA dizileme
teknolojisi (NGS) ile gergeklestirilir [82]. Bir 6rnedin hem k-mer analizi ile genom
boyutunun tahminlendigi hem de akis sitometri yontemiyle elde edilen veriyle
kargilastinldigi az sayida galisma mevcuttur. Bitkiler s6z konusu oldugunda
calisma sayisi iyice azalmaktadir. K-mer analiziyle ve akis sitometri yontemiyle
yapilan genom boyutu karsilastirmalarina bazi 6rnek calismalar soyledir:
Dioscorea rotundata Poir igin genom boyutu tahminlemesi k-mer analiziyle
579 Mb, FCM ile 570 Mb [83]; llex chinensis Sims igin k-mer ile 618 Mb, FCM ile
660 + 10 Mb [84]; Lepeophtheirus salmonis Krgyer igin k-mer analiziyle 976 Mb,
FCM ile 1017 Mb [85]; Gracilariopsis lemaneiformis Bory igin k-mer ile 97.02 Mb,
FCM ile 160 Mb [86]; Garcinia mangostana L. igcin k-mer ile 5.92 Gbp FCM 5,87
Gbp [87]; Psammochloa villosa Bor icin k-mer ile 1563.54 Mb, FCM ile
1580.10+5.02 Mb [88]; Gryllotalpa orientalis Burmeister i¢in k-mer ile 3.17-3.77
Gb, FCM ile 3.14 Gb hesaplanmistir [89]. Bu verilere gére k-mer analiziyle
yapilan genom boyutu tahminleme calismalari, akis sitometri ile elde edilen

genom boyutu tahminine buyuk dlgude yaklagmigtir.

Polygala vulgaris iginse henuz bodyle bir ¢alisma yayinlanmamigtir. Bu tez
calismasinin amaci, ploidi seviyesinin tahminlenmesinde kullanilan klasik
laboratuvar yontemlerinin haricinde biyoinformatik analizler kullanilarak, klasik
yontemin tohum cimlenmesi, taze yaprak kullanma zorunlulugu, herbaryum
materyallerinde c¢alisilamamasi gibi dezavantajlarini en az seviyeye indirmeye
calismak ve ayni zamanda P. vulgaris turune ait bes bireyin genom

karakterizasyonunu ve poliploidizasyon olaylarini ortaya ¢ikarmakir.

Bu tez calismasina konu olan Polygala vulgaris turine ait bireyler, M. K.
Senova’'nin  Turkiye’deki Bazi Polygala L. (Polygalaceae) Taksonlarinin
Kromozom Sayimi ve Akis Sitometri (Fcm) Teknikleri ile Sitotaksonomisi (2021)
adl tez caligmasinda kromozom sayimi yapilmis ve akis sitometri sonuglari elde

edilmis orneklerdir [25].

Buna gore, kromozom sayisi 2n = 4x = 68, genom boyutu 1822 Mb ve 2004 Mb
olarak hesaplanan P. vulgaris populasyonlarina ait bireyler; SGA, Kmergenie, ve
GenomeScope programlarinda analiz edilmis ve kargilastiriimali olarak

degerlendirilmistir. Ayrica genomik DNA’nin biyoinformatik analizleri ve elde
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edilen optimum k-mer sayilari ile genom montajlama, genom boyutu tahminleme,
poliploid kokeni anlamaya yardimci olmasi agisindan hareketli elementler,

poliploidinin gergceklesme zamani ve diger duplikasyon gesitleri de incelenmigtir.

2. MALZEMELER VE YONTEMLER

2.1. DNA izolasyonu igin Taze Bitki Yaprag: Eldesi

2.1.1. Tohum Cimlendirme Caligmalari

Tez calismasinda kullanilan AAD20628 va AAD20896 numarali bireylere ait -40
°C’de bekletilen tohumlarinin ylzey sterilizasyonu sodyum hipoklorit (NaClO)
¢Ozeltisi ile yapilmigtir. Ardindan steril petri kaplarinda kurutma kagidi Gzerinde
cimlendirilmigtir. Petri kaplari duzenli olarak dH,O ile nemlendirilmistir. 2 hafta
karanlikta ve 4 °C sicaklikta bekleyen 6rnekler Cizelge 2.2°de bulunan kosullarda
iklimlendirme kabinine alinmistir. Cimlendirme kabininde Kkotiledonlarin
olusumundan sonra bitkilere ait genc yapraklar gelismis ve Sekil 2.1’deki gibi

toplanan yapraklar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 2.1. Tezde kullanilan bireylerin lokalite bilgileri.

Tezde Kullanim Takson Adi Lokalite

Numarasi

Erzurum, Oltu, Narman yolu,
AAD20628 1 Polygala Juniperus  acgikligi, 40°28'241"K,
vulgaris 41°54'29.2"D, 1765m, 5 Agustos
2019, Ali A. Dénmez 20628

Erzurum, Oltu, Narman yolu,
AAD20628 8 Polygala Juniperus  acikhigi, 40°28'24.1"K,
vulgaris 41°54'29.2"D, 1765m, 5 Agustos
2019, Ali A. Dénmez 20628
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Erzurum, Oltu, Narman yolu,
AAD20628 9 Polygala Juniperus  agikhgi, 40°28'24.1"K,
vulgaris 41°54'29.2"D, 1765 m, 5 Agustos

2019, A. A. Dénmez 20628
Erzurum, Oltu, Duralar Koy,
AAD20896_1 Polygala Juniperus  agikhgi, 40°29'29.9"K,
vulgaris 41°56'20.9"D, 1421 m, 4 Temmuz

2021 A. A. Dénmez 20896
Erzurum, Oltu, Duralar Koy,
AAD20896 2 Polygala Juniperus  agikhgdi, 40°29'29.9"K,
vulgaris 41°56'20.9"D, 1421 m, 4 Temmuz

2021 A. A. Dénmez 20896

Cizelge 2.2. iklimlendirme kabini parametreleri.

Parametre Aydinlik Donem Karanlik Donem
Sicaklik (°C) 25 6

Nem (%) 90 20

Zaman (Saat) 18 6

Isik Siddeti (LUX) 8000 -

Sekil 2.1. Polygala vulgaris (A.A. D6nmez 20628) 6rnegdine ait 3 farkli tohumun

¢cimlenmesiyle elde edilen taze yapraklar.
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-80’den alinan yapraklar érnek numarasina gore ardisik olarak adlandiriimistir
ve AAD20628 1 ile baglayan 6rnek seti AAD20628 9'a kadar devam etmistir.
Her ornegin genomik DNA ekstraksiyonu sonrasi Olgulen miktarlarina gore
AAD20628 1, AAD20628 8 ve AAD20628 9, AAD20896 1 ve AAD20896_2
numaral érnekler ileri nesil sekanslama igin goénderilmistir. Tez kapsaminda

calisilan 6rneklerin bilgileri Cizelge 2.1’de verilmistir.
2.2. Genomik DNA Ekstraksiyonu

lleri sekanslama analizleri icin elde edilen canli yapraklardan genomik DNA

ekstraksiyonu yapilmigtir. Bu islem i¢in agagida verilen protokole uygun olarak
GeneAll® Exgene™ Plant SV mini 100 kiti kullaniimistir. $ekil 2.2.1’de Genomik
DNA ekstraksiyonun ilk ve son basamaklari sirayla verilmigtir.

Sekil 2.2. Genomik DNA ekstraksiyonunun basamaklari. A. Genomik DNA
ekstraksiyonunun ilk basamaginda havanda ezilen yaprak dokusu. B Genomik
DNA ekstraksiyonunun son basamaginda elde edilen ve dizilemeye gonderilen
Genomik DNA.

a. -80 °C’de bulunan yapraklar havanda ezilmis, igerisine 400 ul Buffer
PL ve 4 yl RNase A (100 mg/ml) eklenerek 90 dakika 65°C’de inklibe
edilmistir.
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b. inkiibasyon sonrasinda vortex yapilan érneklere 140 pl Buffer PD
eklenmis, vortex’lenmis ve 5 dakika 15.000 rpm’de santrifije
alinmiglardir.

c. Tlpteki lizat kisim EzSep™ Filter (mavi) tiplere aktarilarak 2 dakika
15.000 rpm’de santrifuje edilmistir.

d. Elde edilen lizat yeni 1.5 ml mikrosantrifljj tipune aktariimistir.

e. Tupteki miktarin 1,5 kati kadar Buffer BD pipetting yapilarak
eklenmistir.

f. Tupteki 700 pl karisim, EzSep™ Filter (yesil) tlplere aktarilarak 30
saniye 15.000 rpm’de santrifije edilmis ve filtreden suzllen sivi
dokulerek tekrar ayni tuple isleme devam edilmigtir.

g. 700 pl'den daha fazla olan ornekler igin bu basamak tekrarlanmigtir.

h. Yesil filtreye 700 ul Buffer CW eklenmig, 30 saniye 15.000 rpm’de
santrifije edilmis ve filtreden suzllen sivi dokllerek tekrar ayni tlple
isleme devam edilmistir.

i. Yesil filtreye 300 pyl Buffer CW eklenmis, 2 dakika 15.000 rpm’de
santrifije edilmig ve filtre, 1.5 ml mikrosantrifuj tiptne takilmistir.

j. Filtrenin membraninin merkezine 50 ul Buffer AE eklenerek 5 dakika
oda sicakhginda beklenip, 1 dakika 15.000 rpm’de santrifije edilmigtir.

k. Filtreden, 1.5 ml mikrosantrifuj tiptine stzulen genomik DNA, miktar
tayini dlgimuande kullaniimig ve sonrasinda -20 C’de muhafaza

edilmistir.

2.3. Genomik DNA Miktar Olgiimii
Elde edilen genomik DNA’'nin miktar tayini Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kkiti
kullanilarak, asagidaki protokol takip edilerek yapilmistir ve elde edilen sonug

Cizelge 2.3’te verilmisgtir.

a. Standart 1 ve Standart 2 eklenerek, 6rnek sayisindan 2 adet fazla tip
hazirlanmis ve n+2 hesaplamasi referans alinmistir.
b. n+2 x 1 yl Qubit™ reagent ve n+2 x 199 pl Qubit™ 1X dsDNA HS buffer

eklenerek karisim olusturulmustur.

26



c. Olusturulan karisim, olcimU yapilacak genomik DNA tdplerine 199 ul,
Standart 1 ve Standart 2 tlplerine 190 ul paylastiriimistir.

d. Standart 1 ve Standart 2 tuplerinden, sirayla 10 yl, hazirlanan karigim
eklemis tlplere alinmigtir. Bu tupler vortex’lenerek cihazda okutulmustur.

e. 199 ul karigim igceren genomik DNA olgumu yapilacak olan tuplere, uygun
sirayla, 1 pl genomik DNA eklenmigtir. TUpler vortex’lenerek cihazda

okutulmustur.

Cizelge 2.3. Qubit™ 1X dsDNA HS Assay sonuglari.

Ornek Numarasi Genomik DNA Miktari (ng/ pl)
AAD20628 - 1. Birey 35.6
AAD20628 - 2. Birey 4.6
AAD20628 — 3. Birey 10.2
AAD20628 - 4. Birey 3.5
AAD20628 - 5. Birey 16.5
AAD20628 - 6. Birey 11.7
AAD20628 — 7. Birey 29.6
AAD20628 - 8. Birey 102
AAD20628 - 9. Birey 44
AAD20896 — 1. Birey 35.6
AAD20896 — 2. Birey 15.6

Not: Koyu renkle isaretlenmis drnekler tez galismasina dahil edilmis

orneklerdir.

2.4. Yuksek Hacimli DNA Verisinin Analizi
Yuksek hacimli DNA verisinin analizi, Sekil 2.6’da verilen biyoinformatik is akisini
takiben  gerceklestiriimistir.  Biyoinformatik  analizlerle  hedeflenen ve

sonuglandirilan ig akisinin genel basamaklari asagida verilmistir.
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Sekil 2.3 Biyoinformatik analizlerin genel akis semasi.
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2.4.1. Genomik DNA Verilerinin Yeni Nesil DNA Dizileme Platformunda
Dizilenmesi

Orneklere ait genomik DNA'lar, Yeni Nesil Dizileme teknolojisi kullaniimak
Uizere Macrogen Europe BV’e génderilmistir. Ornekler 150 x 2 bp kisa okuma
seklinde tim genom verisi olarak dizilenmistir. Elde edilen QC (Kalite kontrol)

raporlari Sekil 2.3’te verilmistir.

AAD20628 1, AAD20628 9, AAD20896 1 ve AAD20896 2 numarali
ornekler TruSeq Nano DNA Kit, AAD20628 8 numarali 6rnek TruSeq DNA

PCR-Free Kit kitiphaneleri kullanilarak lllumina platformunda dizilenmisgtir.

2.4.2 Yuksek Hacimli DNA Verisinin Temizlenmesi
Elde edilen tim veriler TUBITAK ULAKBIM Yiiksek Basarimli ve Grid
Hesaplama Merkezi'nin alt yapisi olan TRUBA'da (Turk Ulusal Bilim e-

Altyapisi) depolanmistir ve analizleri burada gercgeklestirilmistir.

Cizelge 2.4. Yeni nesil dizileme icin gdnderilen 6rneklerin QC (kalite)

raporlari.
Ornek Konsantrasyon Son Toplam DIN
(ng/pl) Hacim(pl) Miktar Degeri
(g)

AAD20628 1 43.42 35 1.516 6
AAD20628_8 79.895 20 1.598 57
AAD20628 9 50.15 11 0.552 5.1
AAD20896_1 68.508 38 2.603 5.9
AAD20896 2 18.268 38 0.694 6.3
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Humanizing Genomics

macrogen
- The total number of bases, reads, GC (%), Q20 (%), and Q30 (%) are calculated for the 2 samples.
For example, in AAD20628_1 sample, 139,424,364 reads are produced, and total read bases are 21.1 Gbp.
The GC content (%) is 39.1% and Q30 is 86.5%.
* Raw Data
Sample ID Total bases(bp) Total reads GC(%) AT(%) Q20(%) Q30(%)
AAD20628_1 21,053,078,964 139,424,364 39.1 60.9 93.4 86.5
AAD20896_2 21,255,970,114 140,768,014 39.1 60.9 94.1 87.6

| macrogen
Raw Data Statistics

+ The total number of bases, reads, GC (%), Q20 (%), and Q30 (%) are calculated for the 2 samples.

For example, in 20628_8 sample, 168,171,938 reads are produced, and total read bases are 25.4 Gbp.
The GC content (%) is 38.8% and Q30 is 86.0%.

* Raw Data
Sample ID Total bases(bp) Total reads GC(%) AT(%)  Q20(%) Q30(%)
20628 8 25,303 062 638 168,171,938 388 61.2 935 BE.0
20628 _9 21,528,606 956 142 573,556 389 61.1 931 855

_macrogen
Raw Data Statistics

« The total number of bases, reads, GC (%), Q20 (%), and Q30 (%) are calculated for the 1 samples.

For example. in AAD20896_1 sample, 171,527.020 reads are produced, and total read bases are 25.9 Gbp.
The GC content (%) is 39.0% and Q30 is 90.3%.

* Raw Data

Sample ID Total bases(bp) Total reads GC(%) AT(%)

Q20(%) Q30(%)
AAD20896_1

25,900,580,020 171,527,020 39.0 61.0 96.2 90.3

Sekil 2.4. Polygala vulgaris’e ait ham veriler.

Dizileme sonucunda elde edilen ham veriler adaptor ve dusuk okumali
dizilimlerden arindirilmamis sekilde tarafimiza ulasmistir (Sekil 2.5). Yesil
boyali alanda bulunan kutu sekilleri bazlarin yuksek kalitede oldugunu
gostermektedir. Bu sekillerin sari ve kirmizi alana dogru asagiya uzanmis
halde bulunmasi, adaptorlerin kaynakl kirlilik bulundugunu ve genom verileri

Uzerinde ilave filtreleme islemine ihtiya¢ duyuldugu anlamina gelmektedir.
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Qualty scares across all bases (Sanger /fhumina 1.8 encoding]

Sekil 2.5. Orneklerin FastQC raporlari. A. AAD20628 1 numarali érnegin birinci
okumasinin (AAD20628_1_1) ilk FastQC raporu. B. AAD20628 1 numaral
ornegin ikinci okumasinin (AAD20628 1_2) ilk FastQC raporu. C. AAD20628 8
numarali érnegin birinci okumasinin (AAD20628 8 1) ilk FastQC raporu. D.
AAD20628_8 numarali 6rnegin ikinci okumasinin (AAD20628 8_2) ilk FastQC
raporu. E. AAD20628 9 numarali 6érnegdin birinci okumasinin (AAD20628 9 1)
ilk FastQC raporu. F. AAD20628 9 numarali Ornegin ikinci okumasinin
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(AAD20628 9 2) ilk FastQC raporu G. AAD20896 1 numarali érnegin birinci
okumasinin (AAD20896_1_1) ilk FastQC raporu H. AAD20896_ 1 numarali
ornegdin ikinci okumasinin (AAD20896_1_2) ilk FastQC raporu. I. AAD20896_2
numarall érnegin birinci okumasinin (AAD20896 2 1) ilk FastQC raporu. |.
AAD20896 2 numarali 6rnegin ikinci okumasinin (AAD20896 2 2) ilk FastQC

raporu.

Filtreleme islemi SOAPnuke [90] algoritmasi kullanilarak gergeklestiriimistir.
SOAPnuke hem ham verilerin hem de dnceden iglenmis verilerin istatistiklerini
Ozetlemek icin gelistirilen bir programdir. Filtreleme adiminda, istenmeyen
terminal parcgalari kesilir, standart alti okumalar filtrelenir ve belirli donusturme
igslemleri uygulanir. Okumalarin her iki ucunda da daha dusuk kaliteli bazlar
kesilebilir. Adaptorli okumalarda, kisa uzunlukta, cok fazla belirsiz bazda, dusuk
ortalama kalitede veya c¢ok fazla disuk kaliteli bazda filtreleme yapilabilir. Bu

baglamda AAD20628 1 numarali ornek igin parametre soyledir:

SOAPnuke filter -n 0.01 -l 35 -q 0.1 -1 AAD20628 1 1.fastq.gz -C
clean_AAD20628 1_1.fastq.gz -2 AAD20628 1_2.fastq.gz -D
clean_AAD20628_1_2.fastq.gz --polyX 65 --minReadlLen 65

AAD20628 8 ve 9 numaral ornekler icin ise parametreler soyledir:

SOAPnuke fiter -n 0.01 - 30 -9 0.1 -1 20628 8 1.fastq.gz -C
clean_20628 8 1.fastq.gz -2 20628 8 2.fastq.gz -D clean_20628 8 2.fastq.gz
--polyX 60 --minReadLen 65.

2.4.3. Genom Duzenleme (Correction)

iki yonli okumalarda gakisan bélgede herhangi bir uyumsuzluk bulunursa fastp
programi bunlari “correction” islemi ile diizeltmektedir [91]. Orneklere ait genomik
verilerinin bu yanlis baz eslesmeleri, montajlama islemi oncesinde ¢ikarilmistir.

Kullanilan parametreler ise soyledir:

fastp --in1 *fasta --out1 *fasta --in2 *fasta --out2 *fasta —correction

2.4.4. Genom Boyutu Tahminleme
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Genom boyutu tahminlemede SGA [80], GenomeScope 2.0 [74] ve Kmergenie
[81] programlari kullaniimistir. SGA, dizi grafikleri konseptine dayanan bir genom
birlestiricidir. SGA programinin ana hedefi, DNA dizisi okumalarinin sikigtiriimig
bir temsili kullanilarak elde edilen, hafiza agisindan oldukg¢a verimli olmaktir.
GenomeScope, k-mer sayim dagilimini kullanarak genom 6zelliklerini agiklayan
bir rapor ve cesitli bilgilendirici grafikler uUretir. Bu raporda genomun
heterozigotluk  ylUzdesi de hesaplanmaktadir. Kmergenie  programi
ise k'nin varsayilan degeri icin bolluk histogramlarini olusturur ve daha sonra
histogramdaki kac¢ farkli k-merin genomik oldugunu tahmin etmek icin her
histograma Uretken bir model yerlestirir. Son olarak genomik k-mer sayisini
maksimuma c¢ikaran k degerini secilir. GenomeScope internet sitesi Uzerinden
yurutulirken, Kmergenie igin bir parametre kullanilmamistir. SGA igin kullanilan

parametreler sirasiyla soyledir:

a) sga preprocess --pe-mode / (paired-end)
b) sga index -a ropebwt -t 8 --no-reverse /
C) sga preqc -t > *P.vulgaris.preqc

2.4.5. Heterozigotluk Tahmini

Heterozigotluk ylzdesi GenomeScope 2.0 [74] kullanilarak hesaplanmistir.

Kullanilan parametreler ise soyledir:

a) jellyfish count <(zcat *fastq.gz) <(zcat *fastq.gz) -C -m optimum k degeri -s
100M -t 10 -o reads.jf

b) jellyfish histo -t 10 reads.jf > pur.histo

2.4.6. Genom Montaji Oncesi iglemler

Genom montaji oncesi, dizileme hatalarinin temizlenmesi adina KARECT [92]

programi asagida verilen komutlar ile kullaniimistir:

karect -correct -threads=16 -matchtype=hamming -celltype=diploid -

inputfile=*1.fastq -inputfile=*2.fastq

Elde edilen son dosyalar ile genom montaji igslemine gecilmistir.
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2.4.7. Genom Montajlama (de novo Assembly)
Genom montajinin amaci, birgok kisa siralama okumasindan tam bir genomu

yeniden olugturmaktir.

Genom montaji (assembly) calismasi igin tum genomu tarayacak optimum k-mer
sayisini belirlemek icin Kmergenie yazilimi kullaniimigtir. K-mer uzunlugunun
dusuk sayida olmasi yanlis baz eslesmelerinin ihtimalini artirabilmektedir. Bu
yuzden k-mer sayisi secilirken genomu en iyi kapsayan ve yeterli uzunlukta bir
deger olmasina 6nem verilmelidir. Kmergenie programini ¢alistirmak igin, veriyi
fasta formatinda direkt olarak komuta vermek yeterlidir. Sonugclar ise pdf dosyasi

seklinde elde edilmektedir.

Optimum k-mer sayisi belirlendikten sonra filtreden gecirilen genom verileri
MEGAHIT [93] programi kullanilarak de novo assembly islemine tabii tutulmustur.
MEGAHIT, buylk ve karmasik metagenomik verileri zaman agisindan verimli bir
sekilde bir araya getiren bir NGS de novo derleyicisidir. Bu program verileri bir
butun olarak bir araya getirir, yani bolumleme gibi 6n islemlere gerek kalmadan
calisir. Elde edilen contig’llere SOAPdenovo2 [93] programi kullanilarak

scaffolding islemi uygulanmistir. Parametreler sirasiyla soyledir:
megahit --no-mercy -1 *fastq.gz -2 *fastq.gz

SOAPdenovo-fusion -D -s configtxt -p 64 -K optimum -g * -c

megahit_out/final.contigs.fa
SOAPdenovo-127mer map -s config.txt -p 64 -g *
SOAPdenovo-127mer scaff -p 64 -g * -F

2.4.8. Parlatma (Polishing) Basamag

Elde edilen diziler Racon [94] programi ile 3 kez parlatma (polishing) islemine
tabii tutulmustur. Bu iglemler i¢in dncelikle, dogrulama (correction) basamagi

tamamlanan iki farkli okuma asagidaki komutla birlestirilmistir:
1) cat 1.fasta 2.fasta > 1.2.fasta

Her iki okuma tek dosyada birlestirildigi icin asagidaki komutla bir on islem

gerceklestirilmigtir:
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2) python racon_preprocess.py 1.2.fasta > final.1.2.fasta

Genom montaiji verisi, Minimap2 [95] kullanilarak Ust basamakta elde edilen fasta

dosyasina asagidaki komutla hizalanmistir ve sam dosyasi elde edilmistir:
3) minimap2 -ax sr scaffolds.fasta final.1.2.fasta > aln.sam
Racon ile son basamak olan parlatma islemi yapiimigtir:

4) racon -m 8 -x -6 -g -8 -w 500 -t 64 final.1.2.fasta aln.sam scaffolds.fasta >

polished1.fasta

Son basamakta elde edilen polished1.fasta dosyasi, 3. basamaktaki
scaffolds.fasta dosyasi yerine konularak basamaklar tekrar edilmis,
polished?2.fasta dosyasi elde edilmistir. Yine ayni sekilde, polished?2.fasta dosyasi
da 3. basamaktaki scaffolds.fasta dosyasi yerine konarak tekrar edilmis ve son

olarak polished3.fasta dosyasi ile 3 tekrarli parlatma iglemi tamamlanmistir.

Parlatma basamaginin hemen ardina RagTag [96] programi ile, Polygala
tenuifolia genomu referans alinarak genom montaiji verisi duzeltilmistir. Kullanilan

komut ise soyledir:
ragtag.py scaffold reference.fasta polished3.fasta

2.4.9. Genom Montaji (Assembly) Sonrasi Analiz iglemleri

Assembly sonrasi ortaya ¢ikan konsensus dizilimler BUSCO [97] yazilimiyla
incelenmigtir. Analizin temel amaci genom montajinin kalitesinin yuzdelik olarak
hesaplanmasi ve montajdaki eksik kisimlarin bulunmasidir. Genomun
batunllGgunu ve hizalama basarisini degerlendirmek amaciyla Minimap2 [95]
programi kullanilarak ham halde bulunan tim genom dizilimleri ve assembly

sonrasi ortaya gikan fasta uzantili dosya birbirlerine hizalanmigtir.

Anotasyon basamaginda AUGUSTUS [98] programi “strand=both” parametresi
kullanilarak protein dizileri ve kodlama yapan nukleotid dizileri elde edilmistir ve

elde edilen dosyalar sonraki basamaklarda girdi dosyasi olarak kullaniimistir.

Elde edilen protein dizilerini kullanilarak, Ensembl Plant

(https://plants.ensembl.org/) kitiphanesinden alinan érneklerin protein dizileriyle
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(Cizelge 2.5) OrthoFinder [99] programi ile ortolog genler ve bu genlere dayali tir

agaci ¢ikartilmistir. Bu analiz igin kullanilan komut soyledir:
orthofinder.py -M msa

MSA (Multiple Sequence Alignment) secenegi ile MAFFT [100] programi tercih

edilerek, ortolog genlerden olusan tum diziler birbiriyle hizalanmistir.

2.4.10. Hareketli Elementlerin Bulunmasi

Hareketli elementlerin tayini i¢in oncelikli olarak RepeatModeler [101] programi
ve asagidaki komutlar kullanilarak, 6rneklere uygun bir cins kutiphanesi

olusturulmustur:
BuildDatabase -name x assembly.fasta
RepeatModeler -database x -threads 36 -LTRStruct > out.log

Elde edilen kitiphane, RepeatMasker [102] programinda kullaniimis ve hareketli

elementlerin igerigi elde edilmigtir. Kullanilan komut ise soyledir:
RepeatMasker -e rmblast -x -pa 36 -gff -lib consensi.fa.classified assembly.fasta

Hareketli elementlerin daha detayli siniflandiriimasi icin RepeatExplorer2 [103]
web sitesi kullaniimigtir. Ortaya ¢ikan sinif ve alt siniflar bulunma yutzdeleriyle
birlikte Cizelge 3.5 ve Sekil 3.6'da verilmistir.

2.4.11. Ploidi Analizleri

Anotasyon basamaginda elde edilen dosyalar kullanilarak poliploidinin kdkenin
aydinlatiimasi igin Python temelli olan wgd v2 [104] araci kullaniimistir. Bu aracin
is akisl, birbirini takip eden alti basamaktan olugsmaktadir. Basamaklar sirasiyla

su sekilde galistiriimigtir:

» wgd dmd *.polished3.fasta o wgd_dmd

» wgd ksd wgd_dmd/*. polished3.fasta.tsv *.polished3.fasta -o wgd_ksd

» wgd syn - mRNA -a Name wgd_dmd/*.polished3.fasta.tsv
*.polished3.fasta.gff3 -ks wgd_ksd/*.polished3.fasta.tsv.ks.tsv -o wgd_syn
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» wgd peak --heuristic  wgd_ ksd/*.polished3.fasta.tsv.ks.tsv  -ap
wgd_syn/iadhore-out/anchorpoints.txt -sm wgd_syn/iadhore-
out/segments.txt  -le wgd_syn/iadhore-out/list_elements.txt  -mp
wgd_syn/iadhore-out/multiplicon_pairs.txt -n 1 4 -kc 3 -o wgd_peak

» wgd dmd -f P.vulgaris -ap
wgd_peak/AnchorKs_FindPeak/*.polished3.fasta.tsv.ks.tsv_95%CI_AP_f
or_dating_weighted_format.tsv -0 wgd_dmd_ortho *eklenen dis gruplar*

*.polished3.fasta

2.4.11.1. Paleopolipolidi Zamani Tahmini

Yukarida verilen basamaklarin devaminda wgd v2 programinda “focus” komutu
ile paleopoliplodinin gerceklestigi zaman tahminlemesi yapilmigtir. Bu analiz
basamagi her 6rnek igin iki kez gerceklestirilmigtir ve boylece iki olayin da zamani

hesaplanabilmigtir:

» wgd focus --protcocdating --aamodel lg
wgd_dmd_ortho/merge_focus_ap.tsv -sp dating_tree.nw -0 wgd_dating -
d mcmctree -ds 'burnin = 2000' -ds 'sampfreq = 1000' -ds 'nsample =

20000' *eklenen dis gruplar® *.polished3.fasta

mcmctree [105] programi igin kullanilan parametre dosyasinin icerigi

(mcmctree.ctrl) asagida verildigi gibi dizenlenip ¢alistiriimistir:
seqfile = Concatenated.paln.pami

treefile = dating_tree.nw

outfile = memctree.out

ndata = 1

seqtype = 2

usedata = 2 * 0: no data; 1:seq; 2:approximation; 3:out.BV (in.BV)

clock =2
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RootAge = <5.00

model = 1
alpha=0.5
ncatG =5

cleandata =0
BDparas=110.1
kappa_gamma =6 2
alpha_gamma =11
rgene_gamma = 2 20 1
sigma2_gamma =110 1
finetune=1:.1.1.1.1.1 1
print = 1

burnin = 2000

sampfreq = 1000
nsample = 20000

Son iki basamakta eklenen ve poliploidinin gerceklestigi zamanlarin
tahminlemesi analizinde kargilastirilan dig gruplar ise soyledir: Punica granatum
L., Syzygium aromaticum L., Eucalyptus grandis W. Hill, Tripterygium wilfordii
Hook.f., Populus trichocarpa Torr., Manihot esculenta Crantz, Vernicia fordii
(Hemsl.) Airy Shaw, Artocarpus nanchuanensis S.S. Chang, Eriobotrya japonica
(Thunb) Lindl, Prunus persica (L.) Batsch, Begonia fuchsioides Hook, Benincasa
hispida (Thunb.) Cogn, Cucurbita argyrosperma C. Huber, Quercus rubra L.,
Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, Juglans regia L., Polygala tenuifolia
Willd.
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2.4.11.2. Duplikasyon Cesitlerinin Tespit Edilmesi

Tum genom duplikasyonu (poliploidi) haricinde genomdaki diger duplikasyon
gesitlerinin analizinde R programlama dilinde yazilan doubletrouble [106]
programi kullanilmistir. Bu analiz kapsaminda temel olarak segmental
duplikasyonlar (SD), kuguk olgekli duplikasyonlar (small-scale duplications,
SSD), tandem duplikasyonlar (TD), proksimal duplikasyonlar (PD) ve daginik
duplikasyonlar (DD) ele alinmistir. Programin temel olarak kullandidi iki dosya
anotasyon basamaginda elde edilen *.gff ve aminoasit dizilimlerinin oldugu
dosyalardir. Bu verilerin tanitiimasindan sonra paralog gen ciftlerini tanimlamak
icin DIAMOND [107] programi kullaniimaktadir. DIAMOND, R programi haricinde

bilgisayara terminal Uzerinden kurulup, yolu verilerek ¢aligtiriimistir:

seq <- list(Biostrings::readAAStringSet("~/aa.pep"))

annot <- list(rtracklayer::import("~/.gff"))

pdata <- process_input(seq, annot)

diamond_path <- "/opt/homebrew/bin"

Sys.setenv(PATH = paste(diamond_path, Sys.getenv("PATH"), sep =":"))

diamond_intra <- run_diamond( seq = pdata$seq, compare = "intraspecies", ...

= "--sensitive" ))

cpairs <- classify_gene_pairs(annotation = pdata$annotation, blast list =

diamond_intra, scheme = "standard" )

c_binary <- classify_gene_pairs(annotation = pdata$annotation, blast_list

diamond_intra, scheme = "binary")

c_standard <- classify_gene_pairs( annotation = pdata$annotation, blast_list
diamond_intra, scheme = "standard")

Bes bireyden olusan analizler tamamlandiginda karsilastirma ve yorum
yapabilmek adina Polygala tenuifolia’nin yayinlanmis gff ve peptid dosyalari
kullanilarak, analize dahil edilmigtir
)https://cbcb.cdutecm.edu.cn/TCMPG/resource/genomes/details/?id=TCMPG201
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96). Boylelikle bes adet tetraploid birey, ayni cinsten bir diploid birey ile
kargilastiriimistir.

2.4.11.3. Poliploid Turun Ortaya Cikis Zamani

Poliploidinin gergeklesme zamani bulunduktan sonra, ortologlara dayali gen
agaci ve ortolog genlerin hizalanmis dosyasi kullanilarak Polygala vulgaris’in
ortaya ¢ikis zamani tahmin edilmigtir. Yine bu analize Cizelge 2.5’te verilen turler
dahil edilmis olup, segilen turler igin ortaya c¢ikis zamanlari kalibrasyona
eklenmek Uzere TimeTree [108] kutuphanesinden erigilmistir. OrthoFinder
analizinden elde edilen gen agacinin uzerine kalibrasyon zamanlari eklenerek
analize verilecek olan son aga¢ dosyasi elde edilmistir ve bu son aga¢ dosyasi
ile hizalanmis sekans dosyasi kullanilarak MCMCtree programi yurutulmustar.
Gorselleme icin MCMCtreeR programi asagidaki parametrelerle kullaniimistir
[109].

mcmc_data <- read.table("~/Desktop/mcmc.txt", header = TRUE, sep = "")
mcmc_phy <- readLines("~/Desktop/FigTree.tre")

phy <- readMCMCtree(mcmc_phy, from.file = FALSE)

MCMC.tree.plot(phy, cex.tips = 0.4, time.correction = 100, scale.res = c("Eon",

"Period", "Epoch", "Age"),
plot.type = "phylogram", cex.age = 0.4,

cex.labels = 0.5, relative.height = 0.08, col.tree = "grey40",

label.offset = 4, node.method = "none", no.margin = TRUE)

Batan programlar ve komutlar islem sirasina gére

https://github.com/ilaydaqulmez/Pipeline-of-Genome-Characterization adresinde

paylasiimistir.

Cizelge 2.5. Ortolog genlere dayali gen agacinda kullanilan ornekler.

41


https://github.com/ilaydagulmez/Pipeline-of-Genome-Characterization

Tir

Familya

Referans

Arabidopsis

thaliana

Brassicaceae

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p
ub/release-

60/plants/fasta/arabidopsis_thaliana/pe

p/

Glycine max

Fabaceae

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p
ub/release-

60/plants/fasta/glycine_max/pep/

Malus domestica

Rosaceae

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p
ub/release-
60/plants/fasta/malus_domestica_golde

n/pep/

Musa acuminata

Musaceae

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p
ub/release-

60/plants/fasta/musa_acuminata/pep/

Nicotiana

attenuata

Solanaceae

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p
ub/release60/plants/fasta/nicotiana_atte

nuata/pep/

Oryza sativa

Poaceae

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p
ub/release-

60/plants/fasta/oryza_sativa/pep/

Phaseolus vulgaris

Fabaceae

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p
ub/release-

60/plants/fasta/phaseolus_vulgaris/pep/

Polygala tenuifolia

Polygalaceae

https://cbcb.cdutcm.edu.cn/TCMPG/resour
ce/genomes/details/
?id=TCMPG20196

Polygala vulgaris

Polygalaceae

Tez caligsmasi

Trifolium pratense

Fabaceae

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p
ub/release-

60/plants/fasta/trifolium_pratense/pep/
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https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p

Triticum aestivum Poaceae ub/release-

60/plants/fasta/triticum_aestivum/pep/

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p

Vicia faba Fabaceae ub/release-

60/plants/fastal/vicia_faba/pep/

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p

Vitis vinifera Vitaceae ub/release-

60/plants/fastal/vitis_vinifera/pep/

https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/p

Zea mays Poaceae ub/release-

60/plants/fasta/zea_mays/pep/

3. SONUGLAR

3.1. Taksonlarin Genom Yapilari

Polygala vulgaris orneklerinin genetik yapilari Yeni Nesil Dizileme yontemi
kullanilarak elde edilen YHD verisi Uzerinden incelenmis ve bes bireyin DNA
dizilimi kalite skorlarini igeren istatistikler Cizelge 3.1’de verilmistir. Bu verilere
gore orneklerin toplam okuma sayisi 139,424,364- 171,527,020; toplam baz
sayisi 21,053,078,964- 25,900,580,020; Q20 kalite skoru %93,1 — 96,2 ve GC
orant %38,8 — 39,1 arasinda elde edilmistir. Ham verilerin islenmeye
bagslanmasiyla, filtreleme islemi sonrasi adaptor ve disuk okumalardan arinmis
veriler Sekil 3.1°de ve istatistikleri Cizelge 3.2’de verilmistir. Elde edilen sonuglara
gore toplam okuma sayisi 55.894082 - 132.681986 ; toplam baz sayisi 8.121853
- 19.693153; Q20 kalite skoru %96,1 — 98,9 ; GC orani %37,81 — 38,9 arasinda
degismektedir.

Cizelge 3.1. Dizileme sonrasi istatistikler.
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Toplayici lllumina Toplam Toplam Baz | Q20 GC
Numarasi Platform Okuma Sayisi (bp) Kalite | Orani
Sayisi Skoru | (%)
(%)
AAD20628 1 | TruSeq 139,424,364 | 21,053,078,964 | 93.4 39,1
Nano DNA
Kit
AAD20628 8 | TruSeq 168,171,938 | 25,393,962,638 | 93,5 38,8
PCR-Free
Kit
AAD20628 9 | TruSeq 142,573,556 | 21,528,606,956 | 93,1 38,9
Nano DNA
Kit
TruSeq
AAD20896_1 | Nano DNA | 171,527,020 | 25,900,580,020 | 96.2 39
Kit
AAD20896 2 | TruSeq 140,768,014 | 21,255,970,114 | 941 39,1
Nano DNA
Kit

Cizelge 3.2. Verilerin filtreleme ve dogrulama islemleri sonrasi istatistikleri.
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Toplayici Toplam Toplam Baz | Q20 Kalite | GC Orani

Numarasi Okuma Sayisi Sayisi Skoru (%) (%)
AAD20628 1 55.894082 M 8.391216 G 98.9 37.81
AAD20628 8 54.043442 M 8.121853 G 98.8 37.87
AAD20628 9 43.777862 M 6.580952 G 98.7 37.87
AAD20896 1 132.681986 M | 19.693153 G 96.1 384
AAD20896 2 73.341194 M | 10.986657 G 98.9 38.9

45




Quality 5e0res scross. iger J lllumina 1.9 ding}

Quality scores across all bases {Sanger / llluming 1.9 encoding)
——————

36
34
32
30
8
28
4
23
0
18
18
14
12
pi
2

&

a

2

i}

1 3 5 7 9 2024 4044 6084 9084 100104 125129 150-151 1 3 5 7 9 2024 4044 60-64 EBEO0-84 100104 135-129 150-151
[Position in read (bp} Position in read (bo}

‘Quality scores acrosd all baies (Sanges | llumina 1.9 encoding) Cowality sootes. arrvss all Baves (Sanger | amina |9 mcodisg)

TN R B D E s BRSNS

S~ e M e E YR E YRR EEDYR

B3 R4 ETES 15-19 30-M 454 60-8 TRTR O 0-8 05109 115129 145149
1 3 5 7 9 20-24 40-44 60-64 BO-84 105-109 130-134 Bovsminen i rmal ol

Cuaslity sgores across all bases (Sanger | INumina 1.9 encoding)

Quality seores acaes 88 bates Ghanged | Mlusming 1.9 encoding)

1 3 5 7 9 20-24 40-44 60-64 B0-84  105-109 130-134

46



Quality scores across all bases {Sanger / Illumina 1.9 encoding} Quality scores across all bases {Sanger / [llumina 1.9 enceding}

= e e NNN
34 [T
32
N
28
28
22
22 22
20 20
18 18
16 16
14 14
12 12
10 10
8 8
6 s
q a
2 G 2 H
o o

1 3 5 7 2 2024 40-44 60-64 80-84 10C-104 125-129 150-151 1 3 5 7 9 2024 40-44 60-64 80-834 100-104 125-129 150-151

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

Quality scores across all bases (Sanger / Illumina 1.9 encoding)

36

34

32

30

28

26

24

22 22

20 20

18 18

16 16

14 14

12 12

10 10

8 8

6 6

4 4

2 I 2 i
© 7 3 5 7 9 20-24 40-44 60-64 80-84 105-109 130-134 0 1 3 5 7 9 20-24 40-44 60-64 80-84 105-109 130-134

Sekil 3.1. Filtreleme islemi sonrasi adaptor ve disuk okumalardan arinmig veriler.
A. AAD20628_1 birinci okuma. B. AAD20628 1 ikinci okuma. C. AAD20628_8
birinci okuma. D. AAD20628_8 ikinci okuma. E. AAD20628_9 birinci okuma. F.
AAD20628 9 ikinci okuma. G. AAD20896 1 birinci okuma. H. AAD20896_1 ikinci
okuma. I. AAD20896_2 birinci okuma. i. AAD20896_2 ikinci okuma.

Filtreleme islemi sonrasi, orneklerin optimum k-mer’leri analiz edilmistir ve

sonuglar Sekil 3.2°’de verilmisgtir.

47



Predicted best k: 77

Predicted assembly size: 402593111 bp
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Predicted best k: 47

Predicted assembly size: 325252679 bp
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Predicted best k: 77

Predicted assembly size: 436158775 bp
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Sekil 3.2. Polygala vulgaris bireylerinin optimum k-mer sayilari. A. AAD20628_1
B. AAD20628_8 C. AAD20628_9 D. AAD20896_1 E. AAD20896_2

AAD20628 1 igin 77 k-mer uzunlugu, AAD20628 8 icin 61, AAD20628 9igin 47,
AAD20896_1 igin 91 ve AAD20896 2

icin ise 77 olarak hesaplanmisg,
sonrasindaki islemlerde bu degerler kullanilarak analizler yapiimigtir.

3.1.1. Genom Boyutu ve Heterozigotluk Hesaplamalari

Genom boyutu tahminlemede kullanilan programlar akis sitometri sonuglariyla
kiyaslandiginda, en yliksek basariyi SGA programi elde etmistir. Orneklerin SGA
programi tarafindan hesaplanan genom boyutu tahminleri Sekil 3.3’te verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore drneklerin genom boyutu tahminleri 1224 — 1951 Mb
araliginda degismektedir.
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Est. Genome Size
AAD20628_P.vulgaris : 487.8

v 100 200 300 400 500
Size (Mbp)

Est. Genome Size
AAD20628_8 P.vulgaris : 347.2

0 50 100 150 200 250 300 350
Size (Mbp)
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Est. Genome Size
AAD20628 9 P.vulgaris : 306.2

0 50 100 150 200 250 300
Size (Mbp)

Est. Genome Size
AAD20896_P.vulgaris : 462.6

0 1(I)0 2(I)0 3(I)0 4(I)0
Size (Mbp)
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Est. Genome Size
AAD20896 2 P.vulgaris : 392.7

0 100 200 300 400
Size (Mbp)

Sekil 3.3. Orneklerin SGA ile elde edilen genom boyut tahminleri. A.
AAD20628 1. B. AAD20628 8. C. AAD20628 9. D. AAD20896 1. E.
AAD20896_2.

Kmergenie ve GenomeScope programlariyla elde edilen genom boyutu
tahminleri, heterozigotluk ylzdeleri (Sekil 3.4) ve her G¢ programin akis sitometri

sonugclariyla karsilastiriimali sonuglari Cizelge 3.3'te verilmistir.

53



Frequency

Frequency
100000 150000 200000 250000

50000 100000 150000

0

50000

0

20628_1

GenomeScope Profile

len:16,347,542bp uniq:9.41%

aa:98.8% ab:1.2%

kcov:39.9 err:1.45% dup:4.18 k:77 p:2

observed
full model
unigue sequence
errors

kmer-peaks

Coverage

20628_8

GenomeScope Profile

len:81,595,480bp uniq:31.1%

aa:96% ab:4%

kcov:13.6 err:1.13% dup:0.072 k:61 p:2

~— observed

—— full model
unique sequence
— ITOrs
kmer-peaks

20

Coverage

54




Frequency

1e+05 2e+05

Frequency
100000

150000 200000

50000

3e+05  4e+05 0

0e+00

O

20628_9

GenomeScope Profile

1en:80,664,663bp uniq:32.1%

aa:94.6% ab:5.42%

kcov:13.4 err:1.36% dup:0.00101 k:47 p:2

1]
/]

~—— observed
= full model

unique sequence

= errors
= kmer-peaks

10 20 30 40

Coverage

20896_1

GenomeScope Profile

len:100,527,379bp uniq:31.6%

aa:97.5% ab:2.5%

kcov:15.3 err:0.887% dup:0.192 k:91 p:2

observed

full model
unique sequence
errors
kmer-peaks

20 40

Coverage

55

60 80




20896_2

GenomeScope Profile

len:21,104,687bp uniq:10.3%
aa:98.9% ab:1.14%
kcov:37 err:1.5% dup:3.03 k:77 p:2

1 1
1 |
- 1 1
| observed
i| == full model
b= unique sequence
S - i| — errors
=] '| == kmer-peaks
(aV]
> -
Q
c
(0]
=3
e 3
. 8 -
o
o
=)
o -
S
0
o -
\ T T T
E 0 50 100 150
Coverage

Sekil 3.4. Orneklerin genom heterozigotluk seviyeleri. A. AAD20628 1 B.
AAD20628 8 C. AAD20628 9. D. AAD20896_1 E. AAD20896_2. len: Toplam
genom uzunlugu. uniq: Genomdaki benzersiz kisimlar. aa: Homozigotluk. ab:
Heterozigotluk. kcov: K-mer kapsama orani err: Okuma hatasi orani. dup:

Okuma kopyasi orani.

Cizelge 3.3. Bes bireyde genom boyutu tahminleme programlarinin

kargilastirmali sonuglari.

K-mer Tabanl Olmayanlar K-mer Tabanh Programliar
Ornekler *FCM SGA Kmergenie | GenomeScope | Heterozigotluk | Optimum
Ortalamasi | (Mb) (Mb) (Mb) (%) k-mer
(Mb)
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AAD20628_1 | 1.819 487.8x4= | 403x4= 17x4= 68 1.2x4=4.8 77
1951,2 1612

AAD20628_8 | 1.819 347.2x4= | 367x4= 82x4= 328 4x4= 16 61
1388,8 1468

AAD20628_9 | 1.819 306.2x4= | 325x4= 81x4= 324 5.42x4=21.68 | 47
1224,8 1300

AAD20896_1 | 2.004 462.6x4= | 506x4= 101x4= 404 2.5x4=10 91
1850,4 2024

AAD20896_2 | 2.004 392.7x4= | 436x4= 22x4= 88 1.14x4= 4.56 7
1570,8 1744

*Akis sitometri sonucundan Mb cinsinde genom boyutunu bulmak igin 0.978 ile

carpiimistir.

3.1.2. Genom Montaji (Assembly) Kalitesi

De novo genom montaji islemi sonrasi érneklerin BUSCO sonuglari Sekil 3.4'te,
Ozet istastiki bulgular ise Cizelge 3.4’te verilmistir. Bu verilere gore orneklerin
genom montaji basamagi ortalama %97 basari ile hesaplanmistir. Ayni zamanda
D ile temsil edilen genomdaki gogaltiimis bolgeler, poliploidiye iligkin bulgu olarak
yorumlanmistir. Orneklerde contig ve scaffold sayilarinin yiiksek g¢ikmasi,
poliploid genomlardaki karmasikliga ve de novo yontemiyle iligkili oldugu

disundlmustar.
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BUSCO Assessment Results

. Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)
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AAD20628_1

AAD20628_8

AAD20628_9

AAD20896_1

AAD20896_2

o —]
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%BUSCOs

Sekil 3.5. Orneklerin BUSCO sonuglariyla elde edilen genom montaji kaliteleri.
(C: Tamamlanmig, D: Cogaltilmig, F: Pargalanmis, M: Eksik)

Cizelge 3.4. Calisilan 6rneklerin genom montaji (assembly) basamagi sonrasi

istatistikleri.
BUSCO *N50 | Assembly | Contig iskele
Ornek (%) (Mb) Boyutu Sayisi (Scaffold)
(bp) Sayisi
AAD20628 1 97.7 5 33400204 143211 69661
2
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AAD20628_8 97.7 5 32428301 | 154967 77919
4

AAD20628_9 96.9 5 31064348 | 148711 78586
6

AAD20896_1 96.5 7 38439979 | 138915 64549
7

AAD20896_2 96.9 2,4 37281192 | 179128 95518
2

*N50 degeri 6zellikle genom birlestirme isleminde contig uzunluklarini refere
etmekte ve birlestirme isleminin kalitesini tanimlamaktadir.

3.2. Genom Anotasyonu

Tez calismasi kapsaminda yer alan bes adet tetraploid bireyin genetik yapilarinin
icerigi hakkinda detayli bilgiye sahip olmak ve kargilastirma yapabilmek ve
genetik yapilari hakkinda fikir sahibi olmak amaciyla anotasyon calismalari

yurutulmuastur ve bu baglamda her bireyin hareketli elementleri tespit edilmigtir.

3.2.1. Hareketli Elementler

Poliploidinin kdkenini anlamada en dnemli parametrelerden biri olan hareketli
elementler, her 6rnek icin ortaya c¢ikariimis ve sonuglari verilmistir (Sekil 3.5).
Cizelge 3.5'te ise hareketli elementler ve bu elementlere ait alt siniflarin bulunma
yuzdeleri verilmigtir. Buna gore her bireyin hareketli element icerikleri sirasiyla
%49,39, %45,62, %43,16, %51.01 ve %45.15 olarak bulunmustur.
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Cizelge 3.5. Orneklere ait hareketli element icerikleri, alt siniflari ve yiizdeleri.

Tekrarh AAD20628_1 AAD20628 8 AAD20628 9 AAD20896_1 AAD20896_2
(Repeat) Grubu
Retroelementler 13,33 17,97 15,94 19,41 16,24
°
o LTR 12,21 16,63 14,55 18,00 14,93
Ty3/gypsy 6,95 10,18 8,95 12,16 9,50
CRM 2,48 1,76 2,2 2,21 3,78
Tekay 4,22 3,61 4,78 3,5 6,77
Athila 0,69 0,17 0,98 0,08 0,28
Ogre 0,78 0,6 1,42 0,54 2,65
Retand 0,67 0,43 0,5 0,25 0,66
Ty1/Copia 3,95 4,41 3,86 4,18 3,83
Ikeros 0,45 0,32 0,43 0,25 0,56
Ivana 0,41 0,35 0,4 0,3 0,48
Tork 1,15 0,83 1,28 0,74 1,62
LINE 1,13 1,34 1,4 1,41 1,30
I?JNA Transpozon 4,33 5,11 5,14 5,44 5,24
o) EnSpm_CACTA 2,27 2 2,24 2,15 2,79
hAT 0,3 0,02 0,14 0,02 0
hobo-Activator 1,16 1,27 1,26 1,28 1,31
Tourist/Harbinger 0,3 0,49 0,36 0,32 0,33
Siniflandinimayan (%) 30,06 21,21 20,62 25,35 28,46
Toplam TE igerigi 49,39 45,62 43,16 51,01 45,15

(%)
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Maskelenen dizilimlere bakildiginda, AAD20628 1 numarali érnekte tim genomun
%49.39'u, AAD20628 8 numarali 6rnekte %45.62’si, AAD20628 9 numarall
ornekte %43.16’si, AAD20896 1 numarah oOrnekte %51.01'i, ve son olarak
AAD20896 2 numarall ornekte ise %45.15'i hareketli elementlerle temsil
edilmektedir. Her bes bireyde de en ¢ok Retrotranspozonlar bulunmaktadir. Bu
sinifa ait olan LTR’ler yine her bes bireyde de en fazla miktarda bulunan alt sinif
elementler olarak gorulmektedir. Genomdaki % hareketli element igeriklerinin
birbirine ¢cok yakin ve yuksek ¢ikmasi ise, otopoliploidinin bir gdstergesi olarak

yorumlanmigtir.

Hareketli elementlerin alt siniflari RepeatExplorer2 kullanilarak bulunmustur ve
detayli siniflandiriimasiyla birlikte érneklerde bulunma ylzdeleri Cizelge 3.5'te

verilmigtir.
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Sekil 3.6. Bes bireye ait hareketli element iceriklerinin grafikle gosterimi. A.
AAD20628_1 B. AAD20628_8 C. AAD20628_9. D. AAD20896_1. E. AAD20896_2.
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3.2.2. Ploidi Analizleri

Her bes ornegin Ks degerleri wgd v2 araci kullanilarak elde edilmigtir. Buna gore
sonuglar birbirine yakin ve uyumlu c¢ikmistir. (Sekil 3.7-3.11A). Sonuclara gore
AAD20628 1 igin Ks degerleri 0.57, AAD20628_8 i¢in 0.58, AAD20628_9 icin 0.54,
AAD20896_1 icin 0.31 ve AAD20896_2 iginse 0.29 olarak bulunmustur.

3.2.2.1. Paleopolidi Zamani Tahmini

Her bes drnekte de iki adet paleo-poliploidi olayinin gergeklestigi saptanmis ve bu
iki olayin yaklagik zamanlari hesaplanmigtir. Tum bu analizler sonucunda
AAD20628 1 numarali érnegin ilk poliploidi olayini 54.68 myd ve sonuncusunun ise
34.87 myo gerceklestirdigi, AAD20628 8 numarali ornegin 55.19 my6 ve 34.61
myo, AAD20628_9 numarali 6rnegin 55.72 myo ve 33.75 myo, AAD20896 1
numarali 6rnegin 55.19 myod ve 36.27 myd, AAD20896_2 numaral 6rnegin ise 54.98
myo ve 34.78 myd dnce gergeklestigi bulunmustur (Sekil 3.7- 3.11).
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Ks dagilim grafigi Atasal Ks ¢iftlerine gore paleo-poliploidi sayisi
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Sekil 3.7. AAD20628 1 numarali bireye ait poliploidi analizleri. A. Ks degerini
gbsteren grafik. B. iki adet paleo-poliploidinin gergeklestigini gésteren grafik. C. ilk

paleo-poliplodinin gergeklesme zamani. D. Son poliploidinin gergeklesme zamani.
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Sekil 3.8. AAD20628_8 numarali bireye ait poliploidi analizleri. A. Ks degerini
gosteren grafik. B. Iki adet paleo-poliploidinin gerceklestigini gosteren grafik. C. ilk

paleo-poliplodinin gergeklesme zamani. D. Son poliploidinin ger¢ceklesme zamani.
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Sekil 3.9. AAD20628 9 numarali bireye ait poliploidi analizleri. A. Ks degerini
gbésteren grafik. B. iki adet paleo-poliploidinin gergeklestigini gésteren grafik. C. ilk
paleo-poliplodinin gergeklesme zamani. D. Son poliploidinin gergeklesme zamani.
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Atasal Ks ¢iftlerine gore paleo-poliploidi sayisi
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Sekil 3.10. AAD20896_1 numarali bireye ait poliploidi analizleri. A. Ks degerini
g6steren grafik. B. iki adet paleo-poliploidinin gergeklestigini gésteren grafik. C. ilk

paleo-poliplodinin gergeklesme zamani. D. Son poliploidinin gergeklesme zamani
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Sekil 3.11. AAD20896_2 numarali bireye ait poliploidi analizleri. A. Ks degerini
g6steren grafik. B. iki adet paleo-poliploidinin gergeklestigini gésteren grafik. C. ilk

paleo-poliplodinin gergeklesme zamani. D. Son poliploidinin gergceklesme zamani.
3.2.2.2. Poliploid Turiin Ortaya Cikis Zamani

Poliploidizasyonun gerceklesme zamanlarinin bulunmasinin ardindan, turin ve
temsilci  orneklerinin  poliploidi Oykulerini filogenetik baglamda gostrebilmek
amacilyla ortolog genlere dayali soy agaci ¢izilmistir. Bu sayede palepoliploid zaman
tahminlerinin yani sira tarin ortaya c¢ikis zamani da tahminlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore tez calismasi kapsaminda incelenen Polygala vulgaris bireylerinin
yaklasik 65-72 milyon yil 6nce farklilastigr dusunulmektedir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Polygala ve bazi Kapali tohumlu taksonlarin ortolog genlerine dayali soy
agaci. WGD: Tum Genom Duplikasyonu (Poliploidi). Cr.: Kretase, Ju.: Jura, Pa.:

Paleosen, N.: Neosen
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Ortolog genlere dayali soy agacinin olusturulmasina, OrthoFinder programinda
kullanilan ornekler dahil edilmistir ve boylelikle Polygala vulgaris turunun yani sira,
yakin zamanda uzun okuma verisi yayinlanmig olan P. tenuifolia, Fabaceae
familyasindan Glycine max, Phaseolus vulgaris, Vicia faba, Trifolium pratense ile
Arabidopsis thaliana, Malus domestica, Musa acuminata, Nicotiana attenuata,

Oryza sativa, Triticum aestivum, Vitis vinifera ve Zea mays eklenmistir.
3.2.2.3. Duplikasyon Cesitlerinin Tespit Edilmesi

Atasal duplikasyon olaylari ve mevcut gen duplikasyonlarinin yuksek oranda
korunmasi, bitki genomlarinda bol miktarda gen duplikasyonu bulunmasina katkida
bulunmaktadir [110]. Bu sebeple tim genom duplikasyonu haricinde genomdaki

diger duplikasyon cgesitleri ve sayilari da elde edilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Tez calismasinda kullanilan bireyler ile P. tenuifolia’da bulunan

duplikasyon cgesitleri sayilari.

Ornekler SD SSD TD PD DD
AAD20628 1 | 9482 107960 753 436 106771
AAD20628 8 | 9290 105365 697 387 104281
AAD20628 9 | 9441 97803 669 331 96803
AAD20896 1 | 9194 144070 1022 690 142358
AAD20896 2 | 9280 127760 870 507 126383
P. tenuifolia | 13237 59094 829 1610 56655

SD: Segmental Duplikasyonlar, SSD: Kiiglik Olgekli Duplikasyonlar (small-scale
duplications), TD: Tandem Duplikasyonlar, PD: Proksimal Duplikasyonlar, DD:
Daginik Duplikasyonlar.
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Sekil 3.13. Duplikasyon gesitleri analizi. A. Herbir duplikasyon gesidinin bireylerde
bulunma sayilari. B. Duplikasyon ¢esitlerinin yayginlik kiyaslamasi. C. Duplikasyon

cesitlerinin yuzdesel dagilimi.

Elde edilen sonuglara gore, bes bireyin de duplikasyon sayilari birbirine yakin
cikmistir. SD’ler bireylerde sirasiyla 9482, 9290, 9441, 9104 ve 9290 adet; SSD’ler
107960, 105365, 97803, 144070 ve 127760 adet; TD’ler 753, 697, 669, 1022 ve
870 adet, PD’ler 436, 387, 331, 690 ve 507 adet ve son olarak DD’ler 106771,
104281, 96803, 142358 ve 126383 adet bulunmustur. Ayni duplikasyon cesitleri
siraslyla P. tenuifolia 6rneginde ise 13237, 59094, 829, 1610, 56655 adet
bulunmustur. Bu durumda elde edilen sonuclar diploid olan P. tenuifolia ile
kiyaslandigind poliploid olan P. vulgaris bireylerinde duplikasyon cesitlerinin gok

daha yaygin bulundugu acgik¢a gorulmektedir (Sekil 3.13 B).
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4. TARTISMA

4.1. k-mer ve k-mer Tabanli Olmayan Programlarin Karsilagtiriimasi

Tez kapsaminda yapilan galismalar sonucunda genom boyutu tahminleri k-mer
tabanli ve k-mer tabanl olmayan programlarda analiz edilmigtir. Buna gore k-mer
tabanh programlardan Kmergenie AAD20628 1, AAD20628 8, AAD20628 9,
AAD20896_1 ve AAD20896 2 numarali orneklerde sirasiyla 1612, 1468, 1300,
2024 ve 1744 Mb; GenomeScope programiyla sirasiyla 68, 328, 324, 404 ve 88 Mb
olarak hesaplanirken; k-mer tabanli olmayan program SGA ile sirasiyla 1951,2,
1388,4, 1224,8, 1850,4 ve 1570,8 Mb hesaplanmistir. Heterozigotluk seviyeleri yine
sirayla %4,8 %16, %21,68, %10 ve %4,56 olarak hesaplanmistir. Her 6rnegin
sirayla, genomdaki hareketli element icerikleri sirayla %49,39, %45,62, %43,16,
%51,01 ve %45,15 olarak bulunmustur. Bu sonuglar cins igerisinde long read (uzun
okuma) sekansi yapilan tek ornek olan Polygala teunifolia ile kiyaslandiginda, P.
tenuifolia drneginin genom boyutu 798.58 Mb olarak hesaplanirken, heterozigotluk
seviyesi %0,96, hareketli element igerigi %61,62 olarak bulunmustur [5]. P.
tenuifolia 6rneginin uzun okuma verisiyle transpozon analizinden elde edilen
sonuglar, bu tez galigsmasindaki kisa okuma verileriyle kiyaslandiginda daha yuksek
cikmistir ve beklenen bir sonug¢ olarak kabul edilmektedir. Ayrica heterozigotluk
yuzdelerindeki farkliliklar, bireylerin  poliploidi seviyelerindeki farkhliklarla
ortismektedir. P. tenuifolia 2n=2x=38 kromozom sayisiyla diploid bir genoma
sahipken, AAD20628 ve AAD20896 numarali bireylerin 2n=4x=68 kromozom
sayisiyla tetraploid genoma sahip olduklari kargilagtirildiginda, genomun
heterozigotluk yuzdelerinin tetraploid bireylerde daha yuksek ¢ikmasi yine beklenen
ve heterozigotluk ile poliploidi seviyesi arasindaki korelasyonu destekleyen

sonuglardir.

K-mer tabanli ve k-mer tabanli olmayan programlarin sonuglarinin karsilastirmasi
Cizelge 3.3’te verilmistir. Sonuglara gore, akis sitometri ile tayin edilen genom
boyutuna en yakin sonucu k-mer tabanli olmayan SGA programi tahminlemistir. K-
mer tabanli programlarda ise Kmergenie programi, GenomeScope programina
kiyasla gergege ¢ok daha yakin ve tutarli sonuglar sunmustur. Buna gore en iyi
sonucu veren SGA programinin poliploid genom boyutu tahminlemesi yapmada

kullanilabilecek ilk tercih olmasi dugunulmektedir.
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4.2. Akis Sitometri Yontemi ile Karsilagstirma

Yuksek hacimli DNA verilerinin analizleri ile elde edilen k-mer yaklagimli ve k-mer
yaklasimindan bagimsiz programlar ile yapilan genom boyutu tahminlemeleri akis
sitometri yontemi ile edile edilen sonuglarla karsilastirildiginda, biyoinformatik
temelli sonuglarin akig sitomeri sonuglarina olduk¢a yakin ¢iktigi gorulmustar
(Cizelge 3.3).

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar mevcut literatirdeki bazi ¢alismalarla
kiyaslandiginda genom boyutu tahminlemesinde literatire paralel sonuclar elde
edildigi gorulmektedir. Cizelge 4.1’de yer alan o&rnekler ele alindiginda
biyoinformatik analizlerle (k-mer sutunu) tahminlenen genom boyutu FCM ile elde

edilen genom boyutuna ¢ogunlukla ulagmayi basarmigtir.

Viruel ve ark., (2019) herbaryum 6rneklerinin ploidi seviyesinin tahminlemesini akig
sitometri ve biyoinformatik yaklasimlariyla incelemis ve kiyaslamistir. Biyoinformatik
veriyi lllumina katuphanesinden elde eden arastiricilar, 236 vyil 6ncesinin
orneklerinin dahi biyoinformatik araglarla analiz edilebilecegini gostermistir [111]. Bu
sonugla birlikte akis sitometrisi veya kromozom sayiminin mamkuan olmadigi, iki
yuzyil kadar eski olan herbaryum orneklerinden bile bir turtn ploidi durumuna iligkin
verimli bir sekilde bilgi edinmenin mumkun oldugunu gosterilmistir ve bu da

biyoinformatik analizleri, ploidi ¢alismalarinda daha cazip hale getirmisgtir.

Mohammedin ve ark., Aethionema arabicum L. tirinun cins ve familya duzeyinde
evrimsel yoruma dayali karsilastirmasini yapmak Uzere lllumina TruSeq-RNA
kUtiphanesini kullanmis ve diploid-tetraploid turlerde heterozigotluk seviyelerini
%0,83-2,76 degerleri arasinda hesaplamistir [112]. Yine genomun heterozigotluk
yuzdelerinin tetraploid bireylerde daha yuksek ¢ikmasi beklenen poliploidi seviyesi
arasindaki korelasyonu destekleyen sonuglar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica
bu galismada diploid ve tetraploid bireylerin farkli yerlerde bulunup bulunmadigi,
introgresyon veya allopoliploidi gegmisinin olup olmadigi ve tetraploidlerin belirli
ekolojik faktorlere adapte olup olmadidi gibi sorularin daha fazla populasyon
ornegiyle c¢ozulebilecek sorunlar oldugu vurgulanmistir. Bu baglamda bu tez
calismasi kapsaminda galigilan bireyler ayni yerden toplanmis oldugu igin, karma-

poliploidinin farkli yerlere bagli olmaksizin da gerceklesebilecegini gostermektedir.
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Mgwatyu ve ark., Aspalathus linearis Burm. turinin genom boyutu
tahminlemesinde FCM ve lllumina MiSeq ve HiSeq dizileriyle biyoinformatik
yaklagsimlarini  kiyaslamiglardir. Elde ettikleri sonuca gobre k-mer tabanl
biyoinformatik aracglarin parametreleriyle, ayarlarina bagl tahminler yapilabildigini
ve dizilenen verinin kalitesinin 6nemini vurgulamigtir [113]. Dizilenen verinin kalitesi,

uzun veya kisa okuma turtiine bagl olarak da sonugclari etkilemektedir.

Reseda pentagyna Abdallah & A.G.Mill. ve R. lutea L. ile yapilan bir baska
calismada heterozigotluk yuzdeleri sirayla %1,37 ve %1,04 hesaplanmigtir [82].
Akis sitometri bulgularini dogrulamak igin k-mer analizi yapildigini vurgulayan
arastiricilar, yine, k-mer analizine dayali programlarin tahminleme basarisinin
parametre secimlerine bagl olarak degisebildigini ve dizilemenin kalitesinin dnemli
bir rol oynadigini vurgulamistir. En guvenilir programlari CovEST-repeat,
Kmergenie, GenomeScope ve FindGSE olarak siralamiglardir. Bu baglamda tez
calismasinda kullanilan Kmergenie ve GenomeScope programlarinin literatirle

paralel olarak, tahminlemede basarili oldugu gorulmustar.

Cizelge 4.1. Polygala vulgaris ile baska orneklerin genom boyutlarinin k-mer ve

FCM sonugclarinin karsilastiriimasi.

Ornek K-MER FCM Referans
(MB)
Gracilariopsis lemaneiformis 97.02 160 Mb Qingwei ve ark.,
Bory 2016
Dioscorea rotundata Poir 579 570 Mb Tamiru ve ark.,
2017
llex chinensis Sims 618 660 + 10 Mb  Zhou ve ark.,
2022
Psammochloa villosa Bor 1563.54 1580.10+£5.02 Liu ve ark., 2022
Gryllotalpa orientalis 3.17-3.77 3.14 Gb Sun ve ark.,
Burmeister Gb 2023
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Polygala vulgaris ~1Gb ~1.900 Gb Bu tez calismasi

4.3. Poliploidi ve Transpozon iligkisi

Transpozonlarin, gen ifadesini dizenlemelerine ve vyeni duzenlemeler
olusturmalarina imkédn saglayan mekanizmalari vardir. Genomun yeniden
yapilandirimasinda, gen kaybinda ve c¢ogaltma olaylarindan sonra genomik
dengenin korunmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Allopoliploidizasyon, TE
transkripsiyonuna yol acabilecegi gibi diploid turlerde TE kopya sayisinin artmasina
yol acabilmektedir. Poliploidizasyon her zaman TE kopya sayisinin artmasiyla
sonuglanmayabilir ve farkli bir dizenleme mekanizmasiyla kargilasilabilir, ayrica TE
siniflari genomlar arasinda farklihk gdsterebilmektedir. Buna ragmen, &6zellikle
LTR’lerin poliploidizasyonda bitki genomunun geniglemesine ve evrimine katkida
bulundugu bilinmektedir [114], [115].

Poliploidizasyonla birlikte transpozon amplifikasyonu, bitki genomunun boyutunu
arttirmaya ve evrimine yonelik ana mekanizma olarak kabul edilir [116]. Genom
boyutundaki artis bu iki ana mekanizmada paralel gorinse de bazi durumlarda
birbirinden bagimsiz da gerceklesebilmektedir ve poliploidizasyon ile genom
bayUkligu arasinda bir iligkinin olmadigini da dusundurmektedir [117], [118].
Poliploidizasyonun ardindan TE'lerdeki ani artis, birkag paleo-poliploid bitki turinde
veya yeni poliploidlerde gosterilebilmektedir [119]. Ancak bu genellemelerin aksine
poliploid tiirlerde her zaman bir TE artisi yasanmadig§i da gorulmistir. Ornegin,
Capsella bursa-pastoris L. ebeveyn turlerinde TE'lerin genom ¢apinda buyuk bir

¢ogalma yasadigina dair bir kanit bulunmamistir [120].

Transpozonlarin alt siniflarinda yapilan arastirmalara goére, tetraploid olan
Orobanche turlerinde toplam TE igerigi %68.68 hesaplanirken, bunun %30’'unun
Gypsy elementleri oldugu bulunmustur [121]. Hekzaploid olan Chenopodium
formosanum Koidz. érneginde de toplam %67.8 tekrarli element bulunurken, en bol
bulunan element %22.28 ile Gypsy olmustur [122]. Bu 6rnekler poliploid turlerde
Ozellikle Gypsy elementlerinin daha bol bulunduguna dair bir yorum yapilmasina yol

acabilmektedir (Cizelge 4.2). Bu tez calismasi kapmasinda edilen sonuglarla,
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literatirdeki calismalar karsilastirdiginda (Cizelge 3.5), alt siniflardan en ¢ok

rastlanan element Gypsy’ler oldugu agik¢a gorilmektedir.

Cizelge 4.2. Polygala vulgaris ve diger bazi bitkilerin ploidi seviyesi ve ylzde

transpozon igerigi.

Ornek

Solanum spp.

Raphnobrassica

Arachis turleri

Boechera turleri
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4.4. Poliploidinin Kokeni ve Gergeklesme Zamani

Karasal bitkilerde tim genom duplikasyonu evrimlesme ve ¢egitlenme igin ana itici
gug¢ olarak taninmistir [123]. Bu baglamda tez ¢alismasindaki bes birey haricinde
Polygala tenuifolia 6rnegi de bu analize dahil edilerek cinsin poliploid kokeni

hakkinda karsilastirmali analizler yapilmistir.

Genel olarak bitkilerde turlesmenin allopoliploidiye mi yoksa otopoliploidiye gére mi
gercgeklestigi cok tartisiimisgtir ve son arastirmalar, dizilenen bitki genomlarinin
allopoliploididen turlesmesinin daha yaygin oldugunu gostermistir [124],[125],[126].
Wang ve ark., (2023) tanimlamasina gore; poliploid organizmalar, ya tam genom
¢ogaltma (WGD) olaylarindan (otopoliploidi) ya da kromozom ¢iftlemesinin
(allopoliploidi) takip ettigi turler arasi hibridizasyondan kaynaklanan ikiden fazla
homolog kromozom setinden olusmaktadir [127]. Analizler sonucu elde edilen
tekrarlayan elementlerin igeriginin yliksek olmasi, baylik genom boyutu ve yuksek
heterozigotluk seviyesi yine érneklerin otopoliploid olduguna isaret etmektedir [128],
[129].

Otopoliploidi ve allopoliploidinin tayin edilmesine yonelik parametrelerden biri de
orneklerin gostermis oldugu Ks degeri dagilim grafigi olarak kabul edilmektedir [126,
130].
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Sekil 4.1. Otopoliploidi ve allopoliploidide Ks grafikleri. T. Dunn ve A.
Sethuraman (2024)'dan degistirilerek alinmistir. O: Dis grup, P1 ve P2: Poliploid
tarler.

Poliploid turlerin farklilasma gosterdikten sonra tim genom duplikasyonuna maruz
kaldigi dusunulmektedir ve buna bagl olarak Ks degerlerinin farkli histogramlar
ortaya c¢ikardigi bilinmektedir (Sekil 4.1). Allopoliploid ve otopoliploid bireylerin Ks
grafikleri arasindaki bariz farklilik, bu iki ¢esidin tespti icin kullanilabilecek bir

parametre olarak gorilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda g¢alisilan bireylerin Ks degerlerinin grafigi (Sekil 4.2),
otopoliploid tlrler icin olusturulan grafiklere uyumlu bulunmustur (Sekil 4.1).
Grafiklerin karsilagtirimasindan elde edilen sonugta Polygala vulgaris bireylerinin

otopoliploid olduguna Ks grafikleri parametresiyle de ¢ikarim saglanmaktadir.
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Sekil 4.2. Polygala vulgaris bireylerinde Ks degerlerinin grafigi. A. AAD20628_1 B.
AAD20628 8 C. AAD20628_9. D. AAD20896_1. E. AAD20896_2.

Yesil Bitkiler Soy Agacinin WGD temeliyle olusturulmus filogenisi incelendiginde
(Sekil 4.3), dizilenen ¢ogu tirde birden fazla poliploidi olaylari goézlenmistir. Tez

calismasinda tespit edilen iki adet poliploidi olay1 bu sonucu destekler niteliktedir.
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Sekil 4.3. WGD temelli Yesil Bitkiler Soy Agaci. Alix ve ark. (2017)dan

degistirilmistir. Sari renkli dortgenler poliploidi olaylarini temsil etmektedir.

Kapali tohumlu bitkilerde gergeklesen poliploidi (ya da tim genom duplikasyonu)
olayinin tesadufen rastgele donemlerde gergeklesmedigi, genellikle bircok bitkide
Kretase — Palosen (K-Pg) (145 — 66 myd), Kretase — Tersiyer (145 — 56 my0) gibi
jeolojik donemlerinin gecgis civarlarinda, yok olus olayindan kurtulmak ve adapte
olmak adina bu mekanizmayi gelistirdigi diusunulmektedir [131], [132]. Buyuk
cevresel degisimlerin bitkilerin adaptif evrimiyle iligkisini kurmak i¢in daha fazla
genom yapisini incelemeye ihtiya¢ vardir. Ancak bu hipotezi aragtirmak i¢in 41 adet
bitki genomuyla yapilan ¢aligmada, son ~100 milyon yil icinde gergceklemis olan bitki
paleo-poliploidizasyonlarinin, zaman iginde rastgele dagilmadigi ve aksine bu
olaylarin bircogunun K—Pg yok olus sinirlarina yakin ve iligkili oldugu bulunmus, bu
baglamda Ozellikle yok olug ve stresin poliploidiyi tesvik eden en guglu faktorler
oldugu dusunulmustar [133]. Ayrica Kapali tohumlu bitkilerde gergeklesen bu paleo-
ploidizasyon olaylarinin gegmisteki gevresel degisikliklerle eszamanl veya yakin
zamanda olarak gerceklesmis olmasinin, poliploidlerin olusumunda 6nemli rol
oynadidi da dusunulmektedir [134]. Yapilan dnemli ¢alismalar ve bu tez ¢alismasi

bu gorusu destekler niteliktedir.
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Polygala vulgaris bireylerinin gegirdigi iki adet paleo-poliploidinin zamanlarina
bakilacak olursa, birinci olayin ~55 myo gerceklesmesi jeolojik zamanlardan
Paleosen doneminden Eosen’e gecis donemine, ikinci olayin ~35 myo
gerceklesmesi ise Eosen’den Oligosen’e gecis donemine denk gelmektedir. Bu
doénemlerde Turkiye’nin iklimsel verilerine gére, Eosen doneminde tropikal iklim
kosullarinin hakim oldugu, Oligosen déneminde ise sogumanin gergeklestigi
bilinmektedir [135], [136].

Elde edilen sonuglara gore, jeolojik donemlerin gegis sureclerinde Polygala
vulgaris’in, degisen sicaklik kosullarina ve c¢evreye adaptasyonunda gecirmis
oldugu poliploidinin etkin oldugu dusunulmektedir. Literatlrde kapali tohumlu bitkiler
icin Onerilen sonuca paralel olarak, bu tez galismasi kapsaminda incelenen Polygala
vulgaris turu igin de paleo-poliploidinin, tirin evrimine ve adaptasyonuna katkisinin
bircok turle karsilastirmali olarak caligilabilecegi ve genis bir veri seti

olusturulabilecedi 6nerilmektedir [131].
4.5. Polygala vulgaris Turunun Ortaya Cikis Zamani

Tez calismasindaki buatun bireylerde ve referans alinan Polygala tenuifolia’da iki
adet paleo-poliploidi olayinin gergeklestigi ve bu iki olayin tarihlerinin tlrlerin
farkhlagsma tarihleriyle uyumlu oldugu goérilmustir. Diploid érnek olan P. tenuifolia,
ortologlara dayali gen agaci sonuglarina goére yaklasik 75-80 milyon yil dnce
farkhlasmis ve paleo-poliploidi olaylarini ~59 ve ~33 milyon yil 6nce gegirmigtir.
Benzer sekilde, tez calismasi kapsaminda galisilan poliploid P. vulgaris ise yaklasik
65-72 milyon yil 6nce farkilagsmis ve iki adet paleo-poliploidiyi sirayla ~55 ve ~35
milyon yil 6nce gecirmigtir. Ayrica, P. tenuifolia galismasinda goéruldigu Uzere bu
ornek, kromozomal yeniden duzenleme ve azalma yasamig, bu tum genom
duplikasyonu sonucunda disomik kalitima geri donmustur. Ancak ayni durum tezde
calisilan P. vulgaris’e ait bes birey icin gecgerli olmamigstir. Eldeki bireyler tim genom
duplikasyonu sonucunda kromozom duzenlenmesinde azalma yerine sayisini
katlamis ve tetraploid bireyler olusturmustur. Ancak familya ve cins igerisinde
yapilmis baska bir biyoinformatik c¢alisma bulunmamasi, bu yorumlari
kisitlamaktadir. Polygalaceae turlerinin ve yakindan iligkili turlerin genomlarinin
daha fazla galisilmasiyla, daha dogru bir evrim senaryosu, kapsamli bir sekilde

incelenebilecektir.
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4.6. Polygala vulgaris Turiinde Tespit edilen Duplikasyon Cesitleri

Duplikasyon gesitlerinden 6zellikle Tandem Duplikasyonlarin (TD) genom boyutunu
artirmada rol aldig1 bilinmektedir [137]. Elde edilen sonuglar da bu gergekligi
desteklemektedir. TD, 1022 adet ile en fazla AAD20896 1 numarali Ornekte
bulunmaktadir ve bu 6érnek yine K-mer tabanh programlarda genom boyutu en fazla
cikan ornek olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.3). Segmental Duplikasyonlar (SD) her
ornekte TD’lere kiyasla yaklasik 12 kat daha fazla gozlenmistir. Bu da SD’lerin,
poliploidide ana itici gl¢ oldugunu disundirmektedir. Kiguk Olgekli
Duplikasyonlarin (SSD), evrimlesme sirasinda genetik olarak yenilenmeye dnemli
Olclde katkida bulunabileceg@i dusunulmektedir [138]. Bu bilgiyle paralel olarak P.
vulgaris bireylerinde SSD’lerin, P. tenuifolia sonucunda goére ¢ok daha yuksek
¢clkmasli, yine bu bireylerin gecirdigi poliploidiye igsaret etmektedir. Daginik
Duplikasyonlarin (DD) oérneklerde ¢ok miktarda c¢ikmasi, ¢ok az bilgiye sahip
olundugunu isaret etmekle birlikte, Proksimal Duplikasyonlar (PD) icinse lokal

transpozon iligkisinin arastiriimasi 6nerilmektedir.

5. SONUG

Tez calismasi sonucunda elde edilen sonuglar ana bagliklar halinde su sekilde

siralanabilir:

1- Bu tez caligsmasi ile Polygala vulgaris turunin ilk kez tim genom verisi elde

edilmis ve biyoinformatik analizlerle yorumlanmistir.

2- Bu tez galismasi ile ilk kez Polygala cinsine ait poliploid bir tur, YHD verisi ile

analiz edilerek poliploidizasyona iligkin ayrintili sonuglar elde edilmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Tez galismasina konu olan Polygala vulgaris tirinin bes bireyinden

elde edilen ortalama sonuglar.

3- Polygala vulgaris’e ait genom boyutu tahminleri, k-mer analizleri, genomundaki
hareketli elementler, paleo-poliploidi gegirilen zaman tahminleri ve turin ortaya
¢clkisina dair ortolog genlere dayali zaman tahminleme c¢alismalar ilk kez

yapilmistir.

4- Bu tez cgalismasi sayesinde genom boyutu tahminleme, genom montaji ve
poliploidi analizleri i¢in birgok biyoinformatik ara¢ denenmis ve veri setine en uygun

araclar kullaniimistir.
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5- Turln ilk kez iki adet poliploidi gecirildigi tespit edilmistir ve poliploidizasyon
tarihlerine gore buyuk cevresel degisikliklerle yakindan ve siki iligkili oldugu
gorulmustar. Bu tez calismasina gore, P. vulgaris turlu poliploidizasyonun bitki

yasamini devam ettirmeye olan katkisina yeni bir érnek olusturmaktadir.

Sonug olarak, yapilan analizler sonucunda, érneklerin genom boyutlarinin FCM ile
ortalama ~1925 Mb, biyoinformatik araclarla ortalama ~1160 Mb bulunmustur. Bu
sonucun diploid yakin tir P. tenuifolia genomundan (~800 Mb) yaklasik iki kati kadar
baylk olmasi, genomlarin heterogizotluk oranin ortalama ~%12 bulunmasi,
hareketli element iceriklerinin ortalama %47 bulunmasi, iki adet paleo-poliploidi
tespit edilmesi ve Ks dederlerinin grafigi de gdéz énlne alinarak Polygala vulgaris
tirine ait bes bireyin otopoliploid olarak degerlendirebilecedi (Sekil 5.1), daha

kapsamli analizler igin uzun okuma dizisi kullanilabilecegi dnerilmektedir.

Ayrica degisen ve gelisen dizileme teknolojileri ve biyoinformatik programlarla daha
derin analizler yapilabilmesi ve bu baglamda Polygala vulgaris tirinun kazandigi
ve kaybettigi genler ortaya cikarilarak bunlarin buyuk c¢evresel degisikliklerle
iliskisini daha iyi aydinlatabilmek mimkindir. ilave olarak, otopoliploidiye iligkin
fazla sayida veri elde edilmesine ragmen P. vulgaris tirinun en yakin oldugu diploid

bir taksonla kargilastirmali genomik analizlerinin yapilmasi onerilmektedir.
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