TRITICUM BOEOTICUM BOISS. VE TRITICUM URARTU
THUM. EX GANDIL. (POACEAE) TURLERINE AiIT
POPULASYONLARIN YENI NESIL DiZILEME
YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF TRITICUM BOEOTICUM BOISS
AND TRITICUM URARTU THUM. EX GANDIL.
(POACEAE) POPULATIONS WITH THE NEXT

GENERATION SEQUENCING METHOD

ATA UMUT OZSOY

DOC. DR BURCU TARIKAHYA HACIOGLU

Tez Danismani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin
Biyoloji Anabilim Dal1 i¢in Ongordiigii
YUKSEK LIiSANS TEZI olarak hazirlanmustir.

2023






Bu tez ¢alismami rahmetli babam Ahmet Nadir OZSOY, sevgili annem Sevim OZSOY

ve bilimin 1s181nda yiiriiyen her insana ithaf ediyorum.

Ata Umut OZSOY






OZET

TRITICUM BOEOTICUM BOISS. VE TRITICUM URARTU THUM. EX
GANDIL. (POACEAE) TURLERINE AIT POPULASYONLARIN YENI NESIL
DIZILEME YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

ATA UMUT OZSOY

Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damismani: Dog. Dr. Burcu TARIKAHYA HACIOGLU
Eyliil 2023, 69 sayfa

Bu tez ¢alismasinda Triticum baeoticum Boiss. ve Triticum urartu Thum. Ex. Gandil.
tirlerine ait popiilasyonlari temsil eden 94 aksesyonun DArTseq dizileme metodu
kullanilarak tiir i¢i ve tiirler arasindaki farkliliklarinin ortaya konmasi amaglanmaistir.
Gergeklestirilen tez ¢alismasinda kullanilan 59 adet Triticum urartu aksesyonu USDA
(U. S. Department of Agriculture)’ dan elde edilmis olup, 34 adet Triticum baeoticum
aksesyonu ise TTGB (Tiirkiye Tohum Gen Bankasi)’den elde edilmistir. 94 aksesyona
ait tohumlar TTGB iklimlendirme kabininde ¢imlendirildikten sonra TTGB Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’nda DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Saflagtirilan DNA’lar
DArTseq dizilemesinin gergeklestirilmesi igin Diversity Arrays Technologies’e
gonderilmistir. DArT tarafindan saglanan SNP ve SilicoDArT verisetleri genotip
verisini 2 farkli sekilde depolayan dosya formatlaridir. SNP veri seti genotip verisini 0,
1 ve 2 seklinde depolarken, SilicoDArT wverisi 0/1 (var/yok) olarak depolamaktadir.
DArT tarafindan saglanan SNP ve SilicoDArT verisetlerinden sirasiyla 56.188 ve
105.260 SNP ve SilicoDArT lokusu elde edilmistir. Gerekli olan kalite filtrelemeleri
sonrasinda SNP ve SilicoDArT verisetlerinde bulunan lokus sayisi sirasiyla 16.898 ve
100.103 lokusa diismiistiir. Kalitesi ve tekrarlanabilirlik orani yiiksek olan genotip
verileri ile popiilasyon yapilarinin ortaya cikarilmast icin ADMIXTURE programi
kullanilmistir. Capraz dogrulama hatasi en diisiik olan K degerine ve loglikelihood

degeri en yliksek olan K degerine sahip olan Q matriksleri popiilasyon yapisini
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incelemek i¢in dendrogramlara doniistiiriilmiistiir. T. urartu ve T. baeoticum tiirlerine ait
poplilasyonlar arasi varyansi ortaya ¢ikarmak i¢in AMOVA analizi ger¢eklestirilmistir.
Popiilasyonlar arast ana varyasyon kaynaklarmi iki boyutlu diizlemde
gorsellestirebilmek i¢in PCoA analizi gerceklestirilmistir. 94 aksesyon arasindaki
evrimsel iliskinin ortaya konulabilmesi igin SNP veri setinden elde edilen FASTA
dosyasi maksimum olabilirlik (maximum likelihood) istatiksel metodu ve UPGMA
(aritmetik ortalama ile agirliksiz ¢ift grup yontemi) kiimeleme algoritmasi kullanilarak
dendrogramlara doniistiiriilmiis ve iToL v6.8 kullanilarak gorsellestirilmistir.
Gergeklestirilen analizler sonucunda T. urartu ve T. baeoticum tirlerine ait
aksesyonlarin iki farkli tiire ait farkli popiilasyonlara oldugu gézlemlenmistir. Analizler
sonucunda, Triticum urartu ve Triticum baeoticum tiirleri arasinda yiiksek diizeyde
genetik cesitliligin  var oldugu gozlemlenmistir. Bu yliksek ¢esitlilik, AMOVA
analizindeki yiiksek Phi-statistics degeri ve PCoA analizindeki genis varyans ile de
desteklenmektedir. Bunun yani sira DArTseq dizileme metodunun birbirinden
morfolojik olarak ayirt edilmesi gii¢ tiirleri molekiiler olarak ayirt edebilen, maliyet ve

hiz agisindan giiglii bir teknik oldugu anlagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik, Genomik, DArTSeq, Yeni Nesil Dizileme,

Triticum baeoticum, Triticum urartu.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF TRITICUM BOEOTICUM BOISS AND TRITICUM
URARTU THUM. Ex GANDIL. (POACEAE) POPULATIONS WITH THE NEXT
GENERATION SEQUENCING METHOD
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Master of Science, Department of Biology
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September 2023, 69 pages

In this thesis study, it was aimed to reveal the intra- and inter-species differences among
94 accessions representing the populations of Triticum baeoticum Boiss. and Triticum
urartu Thum. Ex. Gandil. by using the DArTseq sequencing method. The 59 Triticum
urartu accessions used in the thesis study were obtained from the USDA (U.S.
Department of Agriculture), and the 34 Triticum baeoticum accessions were obtained
from the TTGB (Turkey Seed Gene Bank). After germination in the TTGB climate
chamber, DNA isolations were performed at the TTGB Molecular Biology Laboratory.
The purified DNAs were sent to Diversity Arrays Technologies for DArTseq
sequencing. SNP and SilicoDArT datasets provided by DArT are file formats that store
genotype data in two different ways. The SNP dataset stores genotype data as 0, 1, and
2, while SilicoDArT data stores it as 0/1 (presence/absence). A total of 56,188 and
105,260 SNP and SilicoDArT loci were obtained from the SNP and SilicoDArT
datasets provided by DArT. After the necessary quality filtering, the number of loci in

the SNP and SilicoDArT datasets dropped to 16,898 and 100,103, respectively. The
iii



ADMIXTURE program was used to reveal population structures with high-quality and
reproducible genotype data. The Q matrices with the lowest cross-validation error K-
value and the highest log-likelihood K-value were transformed into dendrograms for
examining population structure. An AMOVA analysis was performed to reveal the
variance between the populations of T. urartu and T. baeoticum. A PCoA analysis was
performed to visualize the main sources of variation between populations on a two-
dimensional plane. To reveal the evolutionary relationship between the 94 accessions,
the FASTA file obtained from the SNP dataset was transformed into dendrograms using
the maximum likelihood statistical method and UPGMA clustering algorithm and
visualized using iToL v6.8. As a result of the analyses, it was observed that the
accessions of T. urartu and T. baeoticum belong to different populations of two different
species. The analyses showed that there is a high level of genetic diversity between
Triticum urartu and Triticum baeoticum species. This high diversity is also supported by
the high Phi-statistics value in the AMOVA analysis and the wide variance in the PCoA
analysis. In addition, it was understood that the DArTseq sequencing method is a
powerful technique in terms of cost and speed, capable of molecularly distinguishing

species that are difficult to morphologically distinguish from each other.

Keywords: Bioinformatic, Genomic, New Generation Sequencing, DArTSeq, Triticum

urartu, Triticum baeoticum.
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1. GIRIS

Poaceae ailesi, Poales takimina bagli genis ve ¢esitli bir bitki ailesidir. Kendine 6zgii bir
cesitlilik sunan bu aile, diinya genelinde yaklasik 12.000 tiirii barindirmaktadir (Soreng
vd., 2015). Daha 6nce Antonie Laurend de Jussier tarafindan 1789 yilinda Genera of
Plantarum kitabinin 28.boliimiinde "Gramineae" olarak adlandirilan bu aile, 1970’lerde
gergeklestirilen taksonomik revizyonlar sonucunda, taksonomik siniflandirmanin daha
dogru yansitilmasi amaciyla "Poaceae"” olarak adlandirilmistir. Hem tarimsal hem de
ekosistemsel anlamda biiyiik bir 6neme sahip olan bu aile, kiiresel tahil iretiminin
biliyiik bir boliimiinii olusturarak insan beslenmesinde 6nemli bir rol {istlenmekle
beraber hayvansal beslenme i¢cin Onemli olan bir dizi yem bitkisini de icinde
barindirmaktadir (Peng vd., 2011). Poaceae ailesi, tiir gesitliligi agisindan g¢igekli
bitkiler arasinda ilk bes igerisinde yer almakta ve Anomochlooideae, Aristidoideae,
Arundinoideae, Bambusoideae, Chloridoideae, Danthonioideae, Ehrhartoideae,
Micrairoideae, Panicoideae, Pharoideae, Pooideae olmak tizere 12 alt aileden
olugsmaktadir (Soreng vd., 2015). Diinyanin her yerine yayilan Poaceae ailesine ait
tiirler, Arktik tundralarindan tropik ormanlara, ¢ollerden yiiksek dag zirvelerine kadar
cesitli habitatlarda bulunabilmektedir (Jasechko vd., 2013). Bu genis habitat yelpazesi,
ailenin genis genetik cesitliligini ve evrimsel adaptasyon yetenegini 6n plana
cikarmaktadir. Kuzey ve Giiney Kutuplari'na yakin bolgelerde, Poaceae ailesinin tiirleri
genellikle kisa, sert ve c¢ok yillik bitkilerdir. Bu bitkiler, diisiik sicaklik ve yiiksek
riizgarli kosullara dayanabilmek i¢in uyum saglamislardir. Bu tiirlerin yavas biiyiime
ozelligi, diisiik besin seviyelerine adapte olma yetenegi ile birlesmektedir, bu durum bu
tirlerin soguk ve sert iklim kosullarina sahip kutup bdlgelerinde yasamalarini
saglamaktadir. Tropikal bolgelerde, Poaceae ailesinin tiirleri son derece gesitlidir. Bu
tirler, yiiksek sicaklik ve nem seviyelerine uyum saglamislardir. dolayisiyla bu durum
tirlerin tropikal yagmur ormanlari ve batakliklar gibi sucul ortamlarda ve nemli
topraklarda yasayabilmelerini saglamigtir. C6l ve yar1 ¢ol iklim bolgelerinde, Poaceae
tiirleri su kaynaklariin smirl oldugu kosullara adapte olmuslardir. Bu bitkiler, sicak ve
kuru kosullarda hayatta kalabilmek i¢in su tutma ve su kaybini dnleme yetenekleri
lizerinde evrimlesmislerdir. Ayrica, bu tiirler, yliksek tuz seviyelerine ve sicaklik
dalgalanmalarina kars1 dayamiklidir. Yiiksek irtifa bolgelerinde, Poaceae tiirleri

genellikle diisiik oksijen seviyelerine, soguk ve riizgarlh kosullara, yiliksek ultraviyole
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radyasyona ve azalan besin seviyelerine adapte olmuslardir. Bu tiirler, bu zorlu kosullar
altinda biiylime ve iireme yetenegine sahip olan dayanikli ve esnek bitkilerdir (Kellogg,

2001; Clark ve Londofio, 2013).

Poaceae ailesinin ekonomik oOneminin temel belirleyicilerinden biri, birgok tiiriin
insanlarin temel gida maddelerinin baslica kaynaklar1 olmasidir. Bu ailedeki tiirler
arasinda Oryza sativa L., Zea mays L., Triticum aestivum L. veTriticum durum Desf.
(Atlant), Hordeum vulgare L., Secale cereale L., Avena sativa L. ve Saccharum
officinarum L. gibi 6nemli tahil ve tarim trtinleri bulunmaktadir. Diinya genelinde tahil
tiretimi ve tliketimi, tiim gida {rlinlerinin tretimi ve tiikketimi i¢inde dnemli bir paya
sahiptir. Diinya niifusunun biiyiik bir kismi, her giin tahillarin sagladig1 enerji ve besin
maddelerine bagimli bir sekilde yasamaktadir. Bu tahillar ayrica hayvan yemi olarak da
kullanilir ve bu sekilde et, siit ve yumurta iiretimi gibi hayvansal iiretimin temelini
olusturmaktadir (Tzvelev, 1989). Poaceae ailesinin ekonomik 6nemi sadece gida tiretimi
ile sinirli degildir. Bu ailede bulunan bazi tiirler biyoyakitlarin 6énemli bir kaynagidir.
Ozellikle misir ve seker kamisi, etanol iiretiminde ana hammadde olarak kullanilir.
Biyoyakitlar, fosil yakitlarin ¢evresel ve ekonomik sorunlarina bir yanit olarak giderek
daha onemli hale gelmektedir. Biyoyakitlar, sera gazi emisyonlarin1 azaltabilir ve
yenilenebilir enerji kaynaklarmin kullanimini artirabilir (Djajadi vd., 2017). Ekonomik
Onemin yan1 sira, Poaceae ailesi ayn1 zamanda ekolojik dneme sahip olan bir ailedir. Bu
tirler, toprak erozyonunu Onlemekte, karbon ve su dongiisiinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (Wand vd., 1999). Poaceae ailesinin karakteristik morfolojik 6zellikleri,
genellikle yatay olarak biiyiiyen ve yeni bitkilerin olusmasina yardimci olan rizomlar ve
stolonlar seklindeki yer alt1 siirgiinleridir. Bu 6zellik, Poaceae tiirlerinin genis alanlara
yayilmasint ve cevresel stres kosullarina hizli bir sekilde cevap verebilmesini
saglamaktadir. Poaceae tiirlerinin ¢ogunda, yapraklar iki sira halindedir. Bu, tiirlerin
giines 1s18indan maksimum fayda saglamasini ve fotosentez verimliligini artirmasini
saglar. Yapraklar genellikle dar ve diizdiir, cogunlukla sivri uglu ve bazen sacakli veya
tilyliidiir. Bu ailedeki tiirlerin ¢ogunda cigekler, salkim veya basak seklindedir. Her
cicek genellikle kiiclik ve belirgin bir perianth (¢igek Ortiisli) olmaksizin, bir kaliks ve
iki brakte igermektedir. Bu ¢icekler genellikle riizgarla tozlasir, bu da Poaceae tiirlerinin

genis alanlara yayilmasini ve genetik ¢esitlilik olusturmasini saglar (Briggs vd., 2005).



Triticum cinsi, 18 cinsi ve 80 tiirii bulunan Triticeae Dumort. tribusuna aittir. Bu tribus,
arpa (Hordeum vulgare L.) ve cavdar (Secale cereale L.) gibi ekonomik degeri yiiksek
tahillar1 iceren Poaceae ailesinin One ¢ikan tribuslarindan biridir (Edet, vd. 2018).
Triticum cinsi, Linne tarafindan 1753'te Aegilops L. cinsiyle yakin olarak
tanimlandigindan beri ¢ogu arastirmaci tarafindan ayri bir cins olarak kabul edilmistir
(Goncharov, 2011). Tiirkiye'de Triticum cinsi altinda 10 tiir bulunmaktadir: T. urartu, T.
baeoticum, T. monococcum, T. dicoccon, T. dicoccoides, T. araraticum, T. turgidum L.,
T. carthlicum Nevski, T. durum ve T. aestivum’dur (Tan, 1985). Bu tiirlerden T.
baeoticum, T. urartu, T. araraticum ve T. dicoccoides Tiirkiye florasinda yabani tiir
olarak olarak bulunmaktadir. Triticum tiirlerinin teshisinde en giincel ve sik kullanilan
teshis anahtarlari, Tiirkiye Florasi'nin 9. cildinde ve Cabi (2010) ’da belirtilen tiir teshis
anahtarlaridir. Ancak, Tirkiye Florasi'nin 9. cildinde T. urartu ve T. araraticum tiirleri
bulunmadigi i¢in bu tiirler anahtar tir listesinde yer almamustir. Triticum cinsi
icerisindeki tiirlerin morfolojik olarak biiyiik bir varyasyon gosterdigi bilinmektedir
(Cabi, 2010). Kiiltiir bitkilerine genetik olarak yakin olan ve bu bitkilerin 6zelliklerine
katki saglama potansiyeli olan yabani bitkiler "kiiltiir bitkilerinin yabani akrabalar"
olarak adlandirilir. Tarimin kokeni ve gelisim stireci hakkinda ilginin ilk kez 19.
yiizyllda Alexander van Humbold, Charles Darwin ve Alphonse de Candolle'un
caligmalartyla arttign goriilmektedir (Kilian vd., 2009). Tarimin kokeninin ilk olarak
Yakin Dogu'da oldugunu iddia eden "Oasis teorisi" 1928'de Childe tarafindan ortaya
atilmistir. Bu teoriye gore, tarimin ilk kez basladig1 bolge, Robert Braidwood'un "hilly
flanks of breasted’s ‘fertile Crescent’" olarak tanimladigi bolgedir (Braidwood ve
Braidwood, 1950; Braidwood vd., 1969). Bu terim daha sonra James Henry Breasted
tarafindan "Verimli Hilal" olarak literatiire girmistir (Breasted, 1938). Tarimin diinyada
ilk kez verimli hilal bdlgesinde basladigi disiiniilmektedir (Kilian vd., 2010).
Tiirkiye'nin Giineydogu Anadolu bdlgesi bu verimli hilal igerisindedir ve bu bdlgede T.
baeoticum, T. dicoccoides, T. urartu ve T. araraticum tiirleri dogal olarak
yetismektedir. T. baeoticum tiirlinlin kiiltiire alinmasi sonucunda siyez bugday1 (T.
monococcum L.-AA), T. dicoccoides tiiriiniin kiiltiire alinmasi sonucunda ise gernik
bugdayr (T. dicoccon Schrank. ex Schubl.-AABB) ortaya ¢ikmustir. T. dicoccoides
ayrica ekmeklik bugdaym (T. aestivum-AABBDD) atasal tiiriidiir (Ozberk vd., 2016).
Diploid bir bugday tiirii olan T. urartu ise, T. aestivum L. (AABBDD)'un A genomunun

atasal progenitoriidiir.



Modern biyolojik bilimlerin temel yap: tast olarak kabul edilen DNA molekiilli, son
yillarda yapilan caligmalar sonucunda biiyiik 6nem kazanmis ve bilim diinyasinin
simgesi haline gelmistir. Ancak bu hikaye Avery, Macleod ve McCarty'nin
gerceklestirdigi calismalarla baslamasmin bilinmesinin aksine, Isvicreli biyokimyaci
olan Dr. Friedrich Miescher ile baslamaktadir. Miescher, zamaninin 6ncii bir ismi olan
Hoppe-Seyler'in Tiibingen'deki laboratuvarinda insan 16kosit hiicrelerindeki proteinleri
arastirmaya basladi. Yaptig1 deneyler sirasinda, proteinlerden farkli bir 6zelligi olan
beklenmedik bir madde elde ederek DNA'y1 ilk kez saflastiran bilim insan1 oldu. Daha
sonra bu maddeyi detayli olarak inceleyen ve proteinlerden farkli oldugunu gosteren
Miescher, bu maddeye hiicre ¢ekirdeginde bulunmasindan dolay: "niiklein" adin1 verdi.
Bugiin deoxiriboniikleik asit (DNA) olarak adlandirilan bu terim, bilim diinyasinda hala
kullanilmaktadir. F. Mischer'in DNA'y1 kesfi, bilim tarihinin en 6nemli doniim
noktalarindan biri olarak kabul edilmektedir (Dahm,2005; Dahm, 2010).

1943 yilinda Oswald Avery, Colin MacLeod ve Maclyn McCarty tarafindan
gerceklestirilen bir arastirma, DNA'nin bakteriyel transformasyon mekanizmasindaki
temel bilesenin DNA oldugunu gdostererek, F. Mischer'in kesfinden sonra énemli bir
adim atmustir. Organizmalarin islevsel fonksiyonlarinin alt yapisinin DNA tarafindan
olusturuldugunun anlasilmasi, DNA'min sirlarim1  ¢ozmek i¢in arastirmacilari
cesaretlendirmistir (Lederberg, 1994). Rosalind Franklin ise, X-i1sin1 kristalografisi
teknigini kullanarak DNA'nin {i¢ boyutlu yapisini analiz eden bir aragtirmaci olarak, X-
1sinlarina maruz biraktigt DNA kristallerinden elde ettigi difraksiyon desenlerini
inceledikten sonra, DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapist hakkinda 6nemli bilgilere

ulagmistir (Klug, 1968).

Pauling ve Corey’ in 1953 yilinda Nature dergisinde yayinlanan "A Proposed Structure
for the Nucleic Acids" adli makalesi, niikleik asitlerin yapis1 hakkinda onemli bir
tartisma sunmugstur. Pauling ve Corey, makalede niikleik asitlerin helikal bir yapiya
sahip olabilecegini One siirmiistiir. Ancak DNA'nin ¢ift sarmalli heliks yapisint dogru
bir sekilde modellendirememistir. Makale, proteinlerin yapisinin kesfine yol agan
onemli bir 6ncii calisma olan alfa sarmalinin tanimlanmasiyla da dikkat ¢ekmistir.

Pauling ve Corey, amino asitlerin polipeptid zincirleri arasindaki baglarin dogasini



anlatarak, proteinlerin katlanma 6zelliklerinin anlagilmasina katkida bulunan alfa sarmal
yapisint ilk kez tanimlamislardir (Pauling ve Corey, 1953). Ote yandan, Watson ve
Crick'in 1953 yilinda yayinladigr makale, DNA'min ¢ift sarmalli heliks yapisinin kesfi
icin devrim niteliginde bir adim atmistir. Bu makale, Rosalind Franklin'in yaptigi
calismalarin da dahil oldugu x-1s11 kristalografisi yontemi kullanilarak elde edilen
verilerle DNA'nin iki zincirli bir molekiil oldugunu ve bazlarin hidrojen baglari
araciligiyla birbirine baglandigini géstermistir. Watson ve Crick, adenin-guanin ve
sitozin-timin gibi baz ciftlerinin 6zellikleri hakkinda da agiklamalar yaparak, DNA'nin

yapisinin anlagilmasinda 6nemli bir adim atmistir (Watson ve Crick, 1953).

DNA dizileme teknolojileri, DNA zincirinin tim veya belirli bir bolgesinin niikleotit
dizilimini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerdir. Bu teknolojiler, insan genomunun
tamaminin dizilenmesi gibi biiylik 6l¢ekli projelerden, bireysel drneklerin hizli ve ucuz

bir sekilde dizilenmesine kadar ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir.

1975 yilinda Fredrick Sanger ve Alan Coulson, "plus-minus” dizileme teknigini
gelistirerek DNA'nin ¢ogaltilmasi prensibine dayali yontemi yaymlamistir. Bu metot,
radyoaktif isaretlenmis niikleotitlerin kullanim1 ve DNA polimeraz I enzimi sayesinde
gerceklestirilmistir (Sanger ve Coulson, 1975). iki yil sonra, Allan Maxam ve Walter
Gilbert, "Maxam-Gilbert" sekanslama teknigini bilim diinyasina sunmuslardir. Bu
yontem, "plus-minus" dizileme teknigine gore saflastirilmis DNA'nin kullaniminin daha
kolay olmasindan dolay1 daha popiiler hale gelmistir (Maxam ve Gilbert, 1977). Ayni
yil igerisinde, F. Sanger ve ¢alisma arkadaslari, dideoksi zincir sonlandirma metodunu
gelistirerek uzun DNA dizilerinin niikleotit dizilimini belirlemeyi miimkiin kilmistir. Bu
yontem, Sanger'in 1980 yilinda 2. Nobel 6diilii kazanmasini saglamigtir. Sanger'in bu
yontemi sayesinde kazandigi Nobel o6diiliinli, Walter Gilbert ve Allan Maxam ile
paylasmasi ise bilimsel isbirliginin dnemini vurgulamaktadir. Sanger dizileme teknigi,
molekiiler biyolojinin temel aracindan biri olarak giiniimiizde de 6nemli bir yere sahiptir

ve bir¢ok kesfin yapilmasina imkan tanimustir (Sanger vd., 1977).

Fredrick Sanger, bu teknigi kullanarak 1977 yilinda E. coli bakterisini enfekte eden

PhiX174 bakteriyofajinin genomunu dizilemistir. Bu ¢aligma ilk tim genom dizileme
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calismasi olup, PhiX genomu Fredrick Sanger’e atfen pozitif kontrol genomu olarak

kullanilmaktadir (Sanger vd., 1977).

1987 yilinda Applied Biosystems (ABI) sirketinde ¢alisan Leroy Hood ve Michael
Hunkapiller, Sanger dizileme yoOntemini kullanarak DNA fragment dizilemesinin
otomasyonunu saglayan bir cihaz gelistirdiklerini agiklamiglardir. Leroy Hood ve
Michael Hunkapiller tarafindan gercgeklestirilen Sanger dizileme otomasyonu, DNA
fragmentlerinin hizli ve otomatik bir sekilde dizilmesini miimkiin kilmistir. Bu,
molekiiler biyoloji ve genetik arastirmalar1 i¢in 6nemli bir adim olmustur. Otomasyon
sayesinde DNA dizileme siireci hizlandig1 i¢in daha fazla veri elde edilmesi ve daha

kapsamli ¢aligmalar yapilmasit miimkiin hale gelmistir (Hood vd., 1987).

Mostafa Ronaghi ve ¢alisma arkadaslari, 1996 yilinda yayinladiklar1 makalede DNA
molekiiliiniin niikleotit dizisinin, sanger sekanslama tekniginin bir parcast olan
elektroforez islemine ihtiya¢ duymadan, enzimatik luminometrik pirofosfat (ELIDA) ile
DNA aktivitelerinin 6l¢giilmesi esasina dayali bir teknik gelistirdiklerini agiklamistir. Bu
teknik 2005 yilinda Roche tarafindan sunulan ilk yeni nesil dizileme platformu ile

kullanilmigtir (Ronaghi vd., 1996).

1998 yilinda Cambridge Universitesi’nde bilimsel arastirmaci olarak gorev yapan
Shankar Balasubramanian ve David Klenerman, Solexa sirketini kurmustur. Bu sirket
baslangigta “sequencing by synthesis” teknolojisini gelistirme amagli bir aragtirma
sirketi olmakla beraber, bu teknoloji, Illumina dizileme platformlarinin temelini
olusturmustur. Solexa, 2007 yilinda Illumina tarafindan satin alindiktan sonra bu
teknoloji iizerinde ¢aligmalarin siirdiirmiis ve sonug olarak diinya genelinde en yaygin
kullanilan NGS platformlarindan biri haline gelmistir (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001). Giiniimiizde halen Illimuna dizileme platformlar1 hata
oraninin diisiik olmasindan dolayr giivenirligi kanitlanmis en yaygin olarak kullanilan

platformlardir.

Ion Torrent Systems Inc. tarafindan DNA Electronics Ltd'den lisanslanan bir teknoloji

izerine gelistirilen hizli, kompakt ve ekonomik bir dizileme cihazi olan Ion Torrent
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dizileme cihazi, Subat 2010'da piyasaya siirlilmiis ve kisa siirede bir¢cok laboratuvar
tarafindan tercih edilen bir teknoloji haline gelmistir. Bu cihaz, hem hizi1 hem de kolay
kullanimu ile arastirmacilarin ve bilim insanlarinin dizileme islemlerini daha hizli ve

ekonomik bir sekilde yapmalarina olanak tanimistir (Rothberg ve Leamon, 2008).

Pacific Biosciences, PacBio olarak bilinen, iiglincli nesil DNA dizileme teknolojileri
arasinda tek bir molekiil seviyesinde uzun genomik dizilimleri elde etmek igin
gelistirilmis oncii bir teknoloji saglayicisidir. PacBio, gergek zamanli tek bir molekiil
gercek zamanli DNA dizileme yontemini kullanarak {istiin kaliteli HiFi verileri elde
etmek tlizere tasarlanmis bir teknolojidir. PacBio’nun aragtirma ve gelistirme ¢abalari,
teknolojinin 2010 yilinda piyasaya siiriilmesiyle sonu¢lanmistir. Bu teknolojinin ortaya
cikmasi yaklagik on yildir devam eden siirekli gelistirme, yenilik¢i yaklasimlar ve
teknolojik atilimlar sayesinde miimkiin olmustur. PacBio, gercek zamanli tek bir
molekiil gercek zamanli DNA dizileme (SMRT) teknolojisinin gelistirilmesinde 6nemli
bir isim olan kurucularindan biri olan Stephen Turner tarafindan 2004 yilinda

baslatilmistir (Eid vd., 2009)

Ingiltere merkezli Oxford Nanopore Technologies sirketi 2005 yilinda, Oxford
Universitesi'nde biyokimya profesorii olan Hagan Bayley ve is adami Spike Willcocks
tarafindan kurulmustur. 2014 yilinda Oxford Nanopore, tasiabilir bir nanopore tabanh
dizileme cihazi olan MinlON'u piyasaya stirmiistiir. MinION, arastirmacilarin gercek
zamanlt DNA dizilemesini bir¢ok ortamda gergeklestirmelerine olanak saglamistir.
Oxford Nanopore, yeni dizileme cihazlar1 gelistirmeye ve teknolojisinin dogrulugunu ve
verimliligini artirmaya devam etmis ve ayrica proteinler ve diger biyomolekiillerin
analizi i¢in nanopor tabanli platformlar gelistirerek uygulama yelpazesini genisletmis ve
nanopor tabanli dizileme teknolojisinin 6nde gelen sirketlerinden biri haline gelmistir

(Eisenstein, 2012).

Modern tarimda kullanilan kiiltiir bitkilerinin genetik akrabalar1 olarak tanimlanan
yabani bitkiler, yararli kalitsal 6zellikleri ile kiiltiirel tarima katkida bulunmaktadirlar.
Bu yabani bitki tiirleri, genel olarak kiiltiire alinmamis ama kiiltiire edilen tiirlerle

genetik iligkileri olan bitki tiirleridir. Miller ve Khoury'nin (2018) bahsettigi "gen
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havuzu" yaklasimi, bu konsepti daha da derinlestirmis ve kiiltiir bitkileri ile kolayca
melezlenen taksonlar1 birincil gen havuzu olarak tanimlamislardir. Tarimin kdkenine ve
1slah siireclerine olan ilgi, 19. ylizyilda Alexander van Humboldt, Charles Darwin ve
Alphonse de Candolle'nin g¢alismalariyla baslamistir (Kilian vd., 2009). Childe'nin
1928'de one siirdiigii "Oasis teorisi", tarimin Yakin Dogu'da basladigini iddia etmistir.
Braidwood'un Irak'n  Jarmo ve Tiirkiye'nin Cayonii bolgelerinde yliriitiilen
arastirmalar1, "hilly flanks of Breasted’s ‘fertile Crescent’ terimini ortaya atmistir
(Braidwood ve Braidwood, 1950; Braidwood vd., 1969). Bu terim daha sonra James
Henry Breasted tarafindan "Fertile Crescent" yani "Verimli Hilal" olarak one
stiriilmiistiir (Breasted, 1938). Verimli Hilal'in Giineydogu Anadolu bdlgesini
kapsamasi1 ve bu bolgede Triticum cinsi (Triticum baeoticum Boiss., T. dicoccoides, T.
urartu, ve T. araraticum) bitkilerinin dogal olarak yetisiyor olmasi, verimli hilal
bolgesinin tarimin kokeni agisindan onemini vurgulamaktadir (Cabi, 2010). Triticum
baeoticum'un kiiltiire alinmasi sonucu siyez bugdayr (T. monococcum L.-AA), T.
dicoccoides'in kiiltiire alinmas1 sonucu ise gernik bugday: (T. dicoccon Schrank. ex
Schubl.-AABB) ortaya ¢ikmistir. Ayni1 zamanda, T. dicoccoides, ekmeklik bugdayin (T.
aestivum-AABBDD) atasal donériidiir ve diploid bir bugday tiirii olan T. urartu, T.
aestivum L. (AABBDD)’'un A genomunun atasal genom tasiyicisidir (Ozberk vd.,
2016). Yabani Triticum tiirleri ve yerel cesitler, 1slah caligmalarinda yeni cesitlerin
gelistirilmesi ve gen havuzunun genisletilmesinde Onemli bir rol oynamaktadir.
Dolayisiyla, bu tiirlere ait tohumlarinin uzun siireli korunmasi, tanimlanmasi ve
karakterizasyonlari, 1slah ¢alismalarinda kullanimlart i¢in esastir. Tohum gen bankalari,
temel bilim g¢aligmalar1 ile tarimsal arastirma c¢alismalar1 arasinda bir koprii islevi
gormek ve karakterize edilmis bitki genetik kaynaklarini ekonomik olarak
degerlendirilmek {izere hazir bulundurmay:r amacglar. Gen bankalarindaki materyalin
karakterizasyonu, bir dizi parametre morfolojik, fizyolojik, molekiiler, sitogenetik,
anatomik, palinolojik vb. ile gergeklestirilebilir. Bu karakterizasyonlar, bilimsel
aragtirmalar ve 1slah icin temel saglar ve genetik materyalin gelecekteki kullanimlarin
belirler.  Gergeklestirilen bu tez c¢alismasinda giinlimiizde kullanilan  kiiltiir
bugdaylarinin gen havuzunda bulunan ve Tirkiye’de dogal olarak yetisen ve morfolojik
olarak birbirinden ayirt edilmesi zor olan T. urartu ve T. baeoticum tiirlerinin
popiilasyonlar arasi farkliliklarini DArTseq yeni nesil dizileme yontemi kullanarak

ortaya koymaktir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Triticum urartu Thumanjan ex Gandilyan ve Triticum baeoticum Boiss.

Tiirlerine Ait Tohum Materyallerinin Elde Edilmesi

Bu calisma kapsaminda, Triticum urartu ve Triticum baeoticum tiirlerine ait tohum
ornekleri, genetik cesitlilik ve yapilacak analizler igin gerekli olan veriyi saglamak
amaciyla elde edilmistir. Triticum urartu tiirtine ait 77 adet aksesyon Amerika Birlesik
Devletleri Tarim Bakanlhigi (USDA) ve 8 adet aksesyon Tiirkiye Tohum Gen
Bankasi'ndan temin edilmistir. Triticum baeoticum tiirline ait 45 adet aksesyon ise yine

Tiirkiye Tohum Gen Bankasi'ndan saglanmustir.

Tohum orneklerinin elde edilmesi siirecinde, her iki tiirlin aksesyonlarmmin temin
edildigi kurumlarla iletisime gegilmistir. ilgili aksesyon numaralar1 ve talep edilen
miktarlar belirtilerek, tohum 6rnekleri i¢in resmi bagvurular yapilmistir. Gerekli izinler
ve prosediirler tamamlandiktan sonra, aksesyonlar uygun sartlar altinda korunarak
Hacettepe Universitesi Bitki Evrimi Arastirma Laboratuvari'na gdénderilmistir.
Laboratuvara ulagan tohum o6rnekleri, uygun saklama kosullarinda muhafaza edilmistir.
USDA ve TTGB'den elde edilen tohumlarin aksesyon numarasi, tiir ismi ve toplandig:

yer bilgilerini i¢eren bilgiler Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2 'de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. TTGB’den elde edilen T. urartu ve T. baeoticum tiirlerine ait

aksesyonlarin ¢alisma kodu, aksesyon kodu ve toplandiklari sehirler

Cahisma Kodu Aksesyon Kodu Tiir Sehir
1 TGB 002016 Triticum baeoticum Nevsehir
2 TGB 002017 Triticum baeoticum Aksaray
3 TGB 002444 Triticum baeoticum Gaziantep
4 TGB 002452 Triticum baeoticum Bilinmiyor
5 TGB 002453 Triticum baeoticum Gaziantep
6 TGB 002454 Triticum baeoticum Diyarbakir
7 TGB 002460 Triticum baeoticum Gaziantep
8 TGB 045919 Triticum baeoticum Bilinmiyor
9 TGB 045970 Triticum baeoticum Bilinmiyor
10 TGB 000119 Triticum baeoticum Adryaman
11 TGB 000155 Triticum baeoticum Adiyaman
12 TGB 000173 Triticum baeoticum Sanliurfa
13 TGB 000181 Triticum baeoticum Sanliurfa
14 TGB 000383 Triticum baeoticum Sanliurfa




Cizelge 2.1. devam

Calisma Kodu Aksesyon Kodu Tiir Sehir
15 TGB 000640 Triticum baeoticum Sanliurfa
16 TGB 000641 Triticum baeoticum Sanliurfa
17 TGB 000644 Triticum baeoticum Gaziantep
18 TGB 000670 Triticum baeoticum Sanliurfa
19 TGB 000824 Triticum baeoticum Ankara
20 TGB 036885 Triticum baeoticum Adryaman
21 TGB 037146 Triticum baeoticum Adiyaman
22 TGB 037370 Triticum baeoticum Sanliurfa
23 TGB 037386 Triticum baeoticum Sanlurfa
24 TGB 037804 Triticum baeoticum Gaziantep
25 TGB 037815 Triticum baeoticum Sanliurfa
26 TGB 037808 Triticum baeoticum Adiyaman
27 TGB 038048 Triticum baeoticum Sanliurfa
28 TGB 038278 Triticum baeoticum Sanliurfa
29 TGB 038289 Triticum baeoticum Adiyaman
30 TGB 038376 Triticum baeoticum Adiyaman
31 TGB 038381 Triticum baeoticum Adiyaman
32 TGB 038489 Triticum baeoticum Gaziantep
33 TGB 039703 Triticum baeoticum Gaziantep
34 TGB 039707 Triticum baeoticum Sanliurfa
35 TGB 000795 Triticum baeoticum Bilinmiyor

Cizelge 2.2. USDA’dan elde edilen T. urartu tiiriine ait aksesyonlarin ¢alisma kodu,

aksesyon kodu ve toplandiklar: sehirler

Calisma Kodu Aksesyon Kodu Tiir Sehir
36 Cltr 17667 Triticum urartu Mardin
37 Pl 245726 Triticum urartu Sanliurfa
38 Pl 427562 Triticum urartu Sanliurfa
39 Pl 428184 Triticum urartu Mardin
40 Pl 428185 Triticum urartu Mardin
41 Pl 428186 Triticum urartu Mardin
42 Pl 428189 Triticum urartu Mardin
43 Pl 428191 Triticum urartu Mardin
44 P1 428193 Triticum urartu Mardin
45 Pl 428195 Triticum urartu Mardin
46 P1 428196 Triticum urartu Mardin
47 Pl 428197 Triticum urartu Mardin
48 P1 428198 Triticum urartu Mardin
49 P1 428199 Triticum urartu Mardin
50 Pl 428200 Triticum urartu Mardin
51 P1 428203 Triticum urartu Sanliurfa
52 Pl 428204 Triticum urartu Sanliurfa
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Cizelge 2.2. (devam)

‘ Calisma Kodu ‘ Aksesyon Kodu Tiir Sehir
53 Pl 428205 Triticum urartu Sanliurfa
54 Pl 428207 Triticum urartu Sanliurfa
55 Pl 428208 Triticum urartu Sanliurfa
56 Pl 428209 Triticum urartu Sanliurfa
57 Pl 428210 Triticum urartu Sanliurfa
58 Pl 428211 Triticum urartu Sanliurfa
59 P1428213 Triticum urartu Sanliurfa
60 Pl 428214 Triticum urartu Sanliurfa
61 Pl 428215 Triticum urartu Sanliurfa
62 Pl 428216 Triticum urartu Sanliurfa
63 Pl 428217 Triticum urartu Sanliurfa
64 Pl 428218 Triticum urartu Sanliurfa
65 Pl 428219 Triticum urartu Sanliurfa
66 P1 428220 Triticum urartu Sanliurfa
67 Pl 428221 Triticum urartu Sanliurfa
68 Pl 428222 Triticum urartu Sanliurfa
69 Pl 428223 Triticum urartu Sanliurfa
70 Pl 428224 Triticum urartu Mardin
71 Pl 428226 Triticum urartu Mardin
72 Pl 428227 Triticum urartu Mardin
73 Pl 428228 Triticum urartu Mardin
74 Pl 428229 Triticum urartu Mardin
75 P1 428230 Triticum urartu Sanliurfa
76 Pl 428231 Triticum urartu Sanliurfa
77 Pl 428232 Triticum urartu Sanliurfa
78 P1 428233 Triticum urartu Sanliurfa
79 Pl 428234 Triticum urartu Sanliurfa
80 P1 428235 Triticum urartu Sanliurfa
81 P1 428236 Triticum urartu Sanliurfa
82 P1 428238 Triticum urartu Sanliurfa
83 P1 428239 Triticum urartu Sanliurfa
84 Pl 428240 Triticum urartu Sanliurfa
85 Pl 428241 Triticum urartu Sanliurfa
86 Pl 428242 Triticum urartu Sanliurfa
87 Pl 428243 Triticum urartu Sanliurfa
88 Pl 428244 Triticum urartu Sanliurfa
89 Pl 428245 Triticum urartu Sanliurfa
90 Pl 428246 Triticum urartu Sanliurfa
91 Pl 428247 Triticum urartu Sanliurfa
92 Pl 428254 Triticum urartu Mus
93 Pl 428255 Triticum urartu Mardin
94 Pl 428256 Triticum urartu Gaziantep
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2.2. Tohum Materyallerinin Vernilizasyonu ve Cimlendirilmesi

Bu tez c¢alismasi kapsaminda toplam 94 aksesyona ait bugday tohumu iizerinde
calismalar gergeklestirilmigtir. Olast tohum dormansisi durumuna karsi, her bir
aksesyondan 20'ser adet tohum secilerek vernilizasyon islemine tabi tutulmustur. Bu
islemde, tohumlar +4°C sicaklikta 1 ay boyunca bekletilerek tohum dormansisinin
olugsma ihtimali azaltilmistir. 1 aylik vernilizasyon siirecinin ardindan, her bir
aksesyondan 10'ar tohum 20 cm capindaki saksilara ekilmis ve Tiirkiye Tohum Gen
Bankasi’nda bulunan iklimlendirme kabinine yerlestirilmistir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2).

Iklimlendirme kabinindeki yetistirme kosullar1 Cizelge 2.3 te gdsterilmistir.

Sekil 2.2. EKimi yapilan tohumlarm iklimlendirme kabinine yerlestirilmesi
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Cizelge 2.3. iklimlendirme kabini yetistirme kosullart

Parametre Giindiiz Gece
Sicaklik (°C) 22 6
Nem (%) 70 70
Siire (Saat) 12 12

Isik Yogunlugu (Lux) 8000 8000

2.3. Orneklerin Toplanmasi ve DNA Izolasyonu i¢in Hazirlanmasi

Taze yaprak ornekleri, bitkiler yapraklanmaya basladiktan sonra saglikli bireylerden

5’er adet alinmistir (Sekil 2.3.1). Genomik DNA izolasyonlar1 taze yaprak dokulari ile

hasattan hemen sonra yapilmistir.

Sekil 2.3. Ornek alimina hazir hale gelen aksesyonlar (Triticum urartu)
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Sekil 2.4. Ornek alimina hazir hale gelen aksesyonlar (Triticum baeoticum)

2.4. Taze Yaprak Dokusundan DNA izolasyonu

T. baeoticum ve T. urartu tiirlerine ait popiilasyonlarin DNA izolasyonu, Diversity
Array Technologies sirtketi tarafindan tarafindan saglanan protokole gore asagida

verilen sekilde gergeklestirilmistir:

DArT DNA izolasyon Protokolii Gereksinimleri

Ekstraksiyon Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi (500 ml)

1. 31,9 gr sorbitol hassas terazide tartilir.

2. 50 ml 1M TrisHCI (pH 8.0) ve 5 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) hazirlanir ve steril bir
beher igerisine aktarilir.

3. Daha once tartilan 31,9 gr sorbitol beher igerisinde bulunan TrisHCI ve EDTA
karisiminin igerisinde homojenize hale getirilerek ¢oziiliir.

4. Toplam hacim 500 ml’ ye tamamlanir.

Lizis Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi (500 ml)

1. 10 gr CTAB hassas terazide tartilir.
2. 100 ml 1M TrisHCI (pH 8.0), 50 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 200 ml 5 M NaCl

hazirlanir ve bir steril beher icerisine aktarilir.
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3. Daha once tartilan 10 gr CTAB karisim igerisine aktarilir ve homojenize hale
getirelerek ¢oziiliir.

4. Toplam hacim 500 ml’ ye tamamlanir.

Sarkosil Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi (%5 (w/v))

1. 5 gr sarkosil hassas terazide tartilir.

2. 5 grsarkosil 100 ml ddH,0 igerisinde homojenize hale getirilerek ¢oziiliir.

Taze Calisma Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi (120 ml)

1. 0,6 gr sodyum metabisiilfit (sodyum bisiilfat) ve 2,4 gr PVP-40 (K29-32) hassas
terazide tartilir.

2. Tartilan kimyasallar 50 ml kullanima hazir halde bulunan ekstraksiyon tampon
cozeltisinin igerisine aktarilir ve homojenize hale getirilerek ¢oziiliir.

3. Ardindan 50 ml lizis tampon ¢ozeltisi ve 5 ml sarkosil tampon ¢ozeltisi karigima

eklenir ve karistirilir.

Tampon Cozeltilerin Son Konsantrasyonlari
Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi

0,35 M sorbitol

0,1 M TrisHCI pH 8.0

5mM EDTA pH 8.0

Lizis Tampon Cozeltisi
0,2 M Tris HCI pH 8.0
0,05 M EDTA pH 8.0
2M NaCl

2% CTAB
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Taze Calisma Tampon Cozeltisi

0,5 % (w/v) sodium metabisulfat (=sodiumdisulfite)

2 % (Wiv) PVP-40

DArT DNA izolasyon Protokolii (2 ml Ependorf Tiiplerinin Kullanimi Igin)

1.

10.
11.
12.

Yeni hazirlanmig taze ¢alisma tampon ¢ozeltisi 65°C’de inkiibator veya su banyosu
yardimi ile 1sitilir. Isitilan ¢ozeltiden 1 ml olgiiliir ve 2 ml’lik Ependorf tiipe
aktarilir. Tap tekrar 65°C’de inkiibator veya su banyosuna konur.

Taze yaprak dokusu sivi azot kullanilarak ince bir toz haline getirilerek (tim
orneklerde ayni miktar gereklidir) homojenize edilir ve 2 ml’lik Eppendorf tiipe
aktarilir.

Homojenize edilen 6rnegin iizerine 65°C’de tutulan 1 ml taze calisma c¢ozeltisi
eklenir (Topaklanma olmamasina dikkat edilir. Gerekli ise vorteks yapilmalidir.)

1 saat boyunca 65°C’de inkiibe edilir. Her 20 dk’da bir ters diiz edilir.
Inkiibasyonun ardindan 5 dk. oda sicakhiginda sogutulur ve iizerine 1 ml
kloroform:isoamil alkol (24:1) karisimi eklenir.

30 dk boyunca calkalayict yardimu ile karigtirilir.

20 dk boyunca 10.000 x g (9021 rpm)’ de santrifiij edilir.

Stipernatant yeni bir tlipe aktarilir. Aktarim yapilirken altta kalan pellete
dokunulmamasi i¢in dikkat edilir. Aktarilan siipernatant hacmi kadar izopropanol
(izopropilalkol) eklenir. 10 kere pipetaj yapilir. Bu asamada niikleik asit asitler
goriiniir hale gelir.

30 dk boyunca 10.000 x g (9021 rpm)’ de santrifiij edilir.

Stipernatant atilir ve altta kalan pellet 2 ml %70 EtOH ile yikanir.

EtOH atilir. Ardindan altta kalan pellet kurutulur.

Pellet 250 pl 1 x TE (10 mM TrisHCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) tampon

¢oOzeltisi icerisinde ¢oziliir.
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2.5. Izole Edilen DNA’larin Agaroz Jelde Géoriintiilenmesi

1.

%0,8'lik bir agaroz jel hazirlamak ic¢in, 0,8 gram agarozu 100 mL 1X TAE
tamponunda eritilir. Agaroz tamamen eriyene kadar karisimi isitilir.

Eritilmis agaroz sogumaya birakilir, ancak katilagmamasi i¢in sicak tutulur. Bu stire
zarfinda, jel kalibin1 ve taraklar yerlestirilir.

Sogumaya birakilan karistma 5 ul SYBR™ Safe boyasi ilave edilir ve karisim
icerisinde homojenize oluncaya kadar karigtirilir.

Soguyan agarozu jel kalibina dokiin ve jel katilasana kadar beklenir.

Katilagsan jel tizerisine izole edilen DNA ve SybrSafe boyasi karigtirilarak

kuyucuklara yiiklenir ve 150 V’ta 20 dk DNAlar jel {izerinde yiiriitiiliir.

2.6. Izole Edilen DNA’larin Saflik ve Konsantrasyon Olgiimii

2.6.1. DNA Saflik Ol¢iimii

Taze yaprak dokularindan izole edilen DNA’larin saflik tayini Nanodrop Lite cihaz ile

gerceklestirilmistir. Nanodrop Lite cihazinda DNA saflik 6l¢limiiniin gerceklestirilmesi

icin takip edilen protokol asagida sirastyla belirtilmistir.

Nanodrop Lite cithazi acilir ve DNA saflik kuantifikasyonunu se¢gmek i¢in uygun
menii se¢enekleri kullanilir.

Olgiim yiizeyi 1-2 pL steril dH20 (distile su) veya 6nerilen temizleyici soliisyonu
ile temizlenir ve ardindan bir kagit havlu veya hava ile kurutulur.

1-2 uL steril dH20 veya tampon soliisyon (6rnegin, DNA'nin en son ¢ozildigi
soliisyon) eklenir ve cihazin referans okumasini yapmasini saglanir.

Referans okumasindan sonra 6l¢iim yiizeyi temizlenir ve kurutulur. Daha sonra 1-2
pL DNA soliisyonunu 6rnegi dogrudan 6l¢iim ylizeyine aktarilir.

Cihazin 6rnegi okumasini ve DNA konsantrasyonunu belirlenmesi beklenir. Sonug,
ng/uL cinsinden DNA konsantrasyonunu gosterecektir.

Her okutmadan sonra Ol¢iim ylizeyi temizlenir. Bu, Ornekler arasinda
kontaminasyonu Onlemeye yardimci olur. Adimm 2'de belirtilen prosediirii
tekrarlanir.

Her bir yeni 6rnek i¢in adim 3 ve 6 tekrarlanir.
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2.7. Saflik ve Miktar Tayini Yapilan DNA’larin Normalizasyonu

Saflik ve miktar tayini gergeklestirilen 94 ayr1 aksesyondan saflastirilan DNA o6rnekleri,
Diversity Array Technologies (DArT) firmasinin 6zglin numune alim standartlarina
uygun bigimde dikkatlice normalize edilmistir . Bu normalizasyon siireci,
firmadan edinilen detayli yonergeler dogrultusunda yapilmis olup; restriksiyon enzimi
ile reaksiyona girebilen, endoniikleazlardan arindirilmis gDNA'min EB tamponunda (10
mM Tris-Cl, pH 8) ¢oziilmesi ve 6rnek basma 20 - 30 ul miktarinda ve 50 - 100 ng/ul
konsantrasyonda olmasini igermektedir. Bu normalizasyon asamasi, genotipleme
analizlerinin dogrulugunu ve giivenirligini artirmak amaciyla gerceklestirilmistir ve bu
sayede DNA oOrneklerimizin DArT firmasmin genotipleme deneyleri icin belirledigi

kritik 6zelliklere tam uygunlugu saglanmstir.

2.8. Normalize Edilen DNA’larin Diversity Array Technologies Firmasina

Gonderimi

2.8.1. Diversity Array Technologies Firmasina Is Emri Takip Cizelgesinin

Olusturulmasi

1. Diversity Array Technologies firmasinin resmi internet sitesinde "Order Services"
butonuna tiklanarak is emri yaratma sayfasina gidilir ve "Create Sample Tracking
Template File" se¢cenegine tiklanir.

2. "Organizma (Organism)" segenegi "Wheat (Bugday)" olarak secildikten sonra
"Tercih edilen doku (Preferred tissue)" secenegi "leaf (yaprak)" olarak secilir.

3. Gonderilecek Plaka sayisi segilir ve bilgisayara indirilir.

Not: Bu agama Triticum baeoticum ve Trriticum urartu tiirleri i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere

gergeklestirilmistir.

2.8.2. is Emrinin Olusturulmasi

1. Ornek takip dosyasinin olusturulmasi tamamlandiktan sonra "New Order (Yeni
Emir)" se¢enegine tiklanir.
2. "Organizma (Organism)" secenegi "Wheat (Bugday)" olarak secildikten sonra

"Uriin (Product)" secenegi "Wheat DArTseq 1.0" olarak secilmesinin ardindan
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"Uriin Varyant1 (Product variant)" secenegi "DArTSeq Yiiksek Coziiniirliiklii
Dizileme (2.5 mil. okuma) (DArTseq High Density Sequencing (2.5 MIn Reads)"
secenedi secilir.

3. Daha oOnce bilgisayara indirilen is takip emri dosyast "Upload Sample File"

butonundan sisteme yiiklenir ve devam edilir.

2.8.3. DNA Orneklerinin Paketlenmesi ve Gonderilmesi

DNA orneklerinin Diversity Array Technologies firmasina gonderilmeden 6nce, tiim
orneklerin dogru bir sekilde hazirlandig, plakalarin ve tiiplerin acikca etiketlendigi ve
giivenli bir sekilde kapatildigi kontrol edildi. Daha sonra gonderilecek plakalarla igili is
emrinin verilmesinden sonra elde edilen is emri numarasi beyaz etiketlere yazilarak
plakalara yapistirildi ve bu islem gonderilen her plaka icin yapildi. Paketlenmeye hazir
hale getirilen plakalar arasina ayirici bir mateyal konduktan sonra is emri ¢iktisi en st

kisma dahil edildi.

Gereken tlim islemlerin tamamlanmasinin ardindan gonderime hazir plaklar, buz akiileri

ile paketlenerek gonderildi.

2.9. DArTSeq Dizileme isleminin Gergeklestirilmesi

DArTSeq metodu 3 ana temel prensipten olusmaktadir.

1. Karmasikhk Azaltma: Biiyliik ve karmasik genoma sahip olan organizmalarin
genomunun, belirli restriksiyon enzimlerinin kullanilmasiyla yonetilebilecek
diizeye indirgenmesi islemidir. DArTSeq tekniginin karmasikligi azaltma
asamasinda temel olarak Pstl restriksiyon enzimleri kullanilmaktadir. Bunun yan
sira bazi organizmalarin genom boyutlar1 ve karmasiklig1 yiiksek olmasindan otiirti
genellikle Pstl restriksiyon enzimi ile birlilkte baska bir enzim daha
kullanilmaktadir. Literatiirde bir¢ok restriksiyon enziminin genomjun polimorfik
bolgelerini basarili bir sekilde ortaya ¢ikarttigi bilinmektedir. Ancak DArTSeq
tekniginde Pstl restriksiyon enzimi ile birlikte genellikle CXG (BstNI) ve CG

(Taql) restriksiyon enzimleri kullanilmaktadir.

19



2. Genomik Temsillerin Olusturulmasi: Restriksiyon enzimleri ile yonetilebilir
boyuta indirgenmis olan DNA dizilerinin gen havuzundaki en yiiksek polimorfizme
sahip fragmentleri se¢cim asamasidir.

3. DArT Testi: DArT testlerinin ¢ogu ligasyonu tamamlanan fragmentlerin
mikroarray platformunda FAM boyasi ile igaretlenmis olan (Cy3 ve Cy5) referans
diziler ile hibridize edilerek gerceklestirilmektedir. Hibridizasyon sonrasinda
mikroarray platformunda kullanilan slaytlar belirli soliisyonlar ile yikandiktan sonra
DArTSoft programi ile analiz edilir. DArTSoft programi kullanilarak cogaltilan
fragmentlere ait DNA dizisi ile mikroarray platformunda bulunan referans DNA

dizisi arasindaki fark bulunur.

Dizileme ile genotipleme teknolojileri son yillarda belirte¢ kesfi icin kullanilan
tekniklerden birisidir. Bu teknik genellikle Illumina, AB Solid ve Roche 454 dizileme

platformlarinda gerceklestirilmektedir.

2.10.DArTSeq Dizileme Metoduyla Elde Edilen Verilerin DArTSoft Programu ile

Skorlanmasi

Cizelge 2.1.1 ve Cizelge 2.1.2'de gosterilmis olan Triticum baeoticum ve Triticum
urartu tiirlerine ait farkli popiilasyonlar: temsil eden aksesyonlar i¢in, DArTSeq
dizileme yontemi kullanilmistir. Bu yontemle elde edilen TIF uzantili resimler,
DArTSoft programi araciligi ile islenerek analiz edilebilir ve yorumlanabilir formatta
olan SilicoDATT ve SNP veri setlerine doniistiiriilmiistiir. Her bir belirte¢ i¢in ¢esitli

kalite parametreleri de hesaplanarak ham veri dosyalarina islenmistir.

2.11.R Programlama Dilinin ve RStudio Tiimlesik Gelistirme Ortaminin

Yiiklenmesi

Istatiksel analizlerin gergeklestirilebilmesi i¢in R programlama dili (v4.3.0), resmi web
sitesi adresinde (https://www.r-project.org) yer alan ve Tirkiye cografi konumuna en
yakin yerel CRAN (Comprehensive R Archive Network) kaynagindan secilerek,
Windows isletim sistemine uygun bir bigimde indirilip kurulmustur. Bu kurulumun

ardindan R programlama dilinin kurulumunun dogrulugu ve konfigiirasyonu yapilmaistir.
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Ek olarak, R programlama dilinin tiimlesik gelistirme ortami (IDE) olan RStudio
(v2023.03.01 Build 446), yine resmi web sitesi (https://posit.co/products/open-
source/rstudio) adresi iizerinden indirilip sisteme entegre edilmistir. Son asamada
istatiksel analizlerin gergeklestirilebilmesi i¢in zorunlu olan R kiitiiphaneleri (adegenet,
ggplot2, dplyr, dartR.data,devtools, directlabels, dismo, doParallel, expm, gdistance,
ggtern, gganimate, ggrepel, grid, gtable, ggthemes, gplots, HardyWeinberg, hierfstat,
igraph, iterpc, knitr, label.switching, lattice, leaflet, leaflet.minicharts, markdown,
mmod, networkD3, parallel, pegas, pheatmap, plotly, poppr, proxy, purrr, qvalue,
RColorBrewer, Rcpp, rgl, rmarkdown, rrBLUP, scales, seqinr, shinyBS, shinyjs,
shinythemes, shinyWidgets, SIBER, snpStats, stringi, terra, tibble, vcfR, zoo, viridis,
testthat) “install.packages" komutu kullanilarak yerel bilgisayara yiliklenmistir. Bu
siirecte karsilagilan her hangi bir yiikleme sorunu hizli bir sekilde ¢oziimlenmistir ve

kiitliphaneler tekrar yiiklenerek yerel bilgisayara dahil edilmistir.

2.12.Skorlanan SilicoDArT ve SNP Veri Setlerinin Belirli Kalite Degerlerine Gore

Filtrelenmesi

SilicoDArT ve SNP verisetleri Gruber vd. (2017) tarafindan gelistirilen dartR
kiitliphanesinde bulunan "gl.read.dart" ve "gl.read.silicodart" fonksiyonlarinin, manuel
olarak olusturulan ist-veri (metadata) dosyasinin "ind.metafile" parametresi olarak
kullanilmasiyla "genelight" objesine g¢evrilmistir. Bu islemden sonra SilicoDArT ve
SNP verisetleri bir sonraki istatiksel ve filogenetik analizlerin dogrulugunun artirilmast
icin yapilacak olan filtreleme islemi i¢in hazir hale gelmistir. SilicoDArT ve SNP
verisetlerinde bulunan SNP lokuslart mindr allel frekans1 (MAF) %5, ¢agri oranit %85
(call rate) ve tekrarlanabilirlik orami %95 olacak sekilde filtrelenmistir. SNP
lokuslarinda bulunan eksik genotip verileri “gl.impute()” fonksiyonu kullanilarak
popiilasyonu temsil eden bireylerin her bir lokusunda bulunan ortalama allel frekansina
gore doldurulmustur. Filtreleme Oncesi ve sonrasinda olusturulan raporlarin
incelenmesinin ardindan SilicoDArT ve SNP verisetleri istatiksel ve filogenetik
analizlerin gerceklstirilmesine hazir hale gelmistir. SNP ve SilicoDArT verileri belitilen
kalite degerlerine gore filtrelenmesinin ardindan ileri analizlere hazir hale gelen SNP ve

SilicoDArT verisetlerine ait iliskin temel istatistikler Cizelge 3.22°te belirtilmistir.
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SilicoDArT ve SNP verisetlerine iliskin temel istatistikler dartR paketinde bulunan

“gl.basic.stat()” metodu ile hesaplanarak Cizelge 3.22’te gosterilmistir.

2.13. Popiilasyon Yapis1 Analizlerinin Gerceklestirilmesi

ADMIXTURE, genetik verileri 1s1ginda popiilasyon atasalli analizinde kullanilan bir
programdir. Bu program, popiilasyonu temsil eden birey veya bireylerin farkl
popiilasyonlardan ne kadar oranlarda genetik miras aldigimi tahmin etmek igin
kullanilmaktadir. ADMIXTURE programi genellikle PLINK ¢ikti dosyalar1 ile
calismaktadir. R programlama dili ile analize hazir hale getirilen SilicoDArT ve SNP
dosyalar1, dartR paketinde bulunan "gl2plink" fonksiyonu kullanilarak ".map" ve ".ped"
uzantili dosyalara gevrilmistir. PLINK v1.07 programi ve "plink --file imputed_gl_SNP
--make-bed --out imputed_gl_SNP --noweb" komutu kullanilarak ".bed" uzantili dosya
elde edilmistir. ADMIXTURE programi kullanilarak allellerin farkli popiilasyonlar
arasinda nasil dagildiginit bulabilmek i¢in K degerine birden fazla deger atanmasi
gerekmektedir. Asagida verilen komut araciligiyla optimum K degeri, Q ve P matrisleri

capraz validasyon arglimani kullanilarak belirlenmistir.

for K in {1..7}; do admixture -—cv=10 imputed_gl SNP.bed $K | tee log${K}.out;

done

ADMIXTURE programinin gergeklestirmis oldugu analiz sonucunda her dongi
sonunda "log{K}.txt" ¢ikti dosyasi olarak olusan dosyalar “grep -h CV log*.out >
CV_Error.txt” komutu ile TXT uzantili dosyaya ¢evrilmis ve R programlama diline veri
aktarilmistir. Aktarilan bu dosya ile veri ¢ergevesi olusturularak en diisiik CV hatasina

sahip K degerini bulmak i¢in “ggplot2” kiitiiphanesi kullanilarak gorsellestirilmistir.

2.14. Molekiiler Varyans Analizi

AMOVA (Analysis of Molecular Variance), yani molekiiler varyans analizi, genetik
veri setlerinde populasyonlar aras1 ve popiilasyon i¢i genetik varyasyonu 6lgmek igin
kullanilan istatiksel bir yontemdir. Bu yontemin temel amaci, genetik varyansin farkli
hiyerarsik seviyelerde nasil dagildigini belirlemektir. Bu baglamda, R programlama

dilinde yer alan “StAMPP” paketinin “stampAmova” fonksiyonu kullanilarak, mevcut
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SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi) ve SilicoDArT belirtecleri iizerinde detayli bir
AMOVA analizi ger¢eklestirilmistir. Bu analiz aracilifiyla, s6z konusu belirteclerin
genetik cesitlilik ve populasyonlar arasi ya da populasyon i¢i varyasyonlar tizerindeki

etkileri kapsamli bir sekilde incelenmistir.

2.15. Temel Koordinat Analizi

SilicoDArT ve SNP veri setlerinde bulunan temel 6geler arasindaki mesafelere dair
verileri harita tabanli gorsellestirilmesini saglayan temel koordinat analizi R
programlama dilinde bulunan "vegan" paketinde bulunan "vegdist” ve "cmdscale”
fonksiyonlari ile SilicoDArT ve SNP veri setlerinde bulunan temel bilesen arasindaki
mesafe  matriksi  hesaplandiktan sonra "ggplot2" kiitiiphanesi  kullanilarak

gorsellestirilmistir.

2.16.Filogenetik Analizlerin Gergeklestirilmesi ve Olusturulan Filogenetik

Agaclarin Gorsellestirilmesi

Triticum urartu ve Triticum baeoticum popiilasyonlarini temsil eden bireyler arasindaki
evrimsel iliskileri ortaya koymak i¢in SNP veri seti dartR paketinde bulunan "gl2fasta"
fonksiyonu ve  "method=1"  parametresi  kullanilarak FASTA  formatina
donustiirilmiistiir. Dontistliriilen FASTA formatindaki popiilasyonlar: temsil eden
bireylere ait SNP dizileri bulunmaktadir. Bu dosya MEGAI11 programi kullanilarak
birey numarasina gore alt alta hizalanmis ve filogenetik analizler i¢in hazir hale

getirilmistir.

Filogenetik analizler icin UPGMA (Unweighted Pair Group with Aritmetic Mean-
aritmetik ortalama ile agirliksiz ¢ift grup yontemi) ve ML (Maximum-Likelihood)
yontemleri ile test edilmisti. UPGMA filogenetik aga¢ olusturmak i¢in kullanilan
hiyerarsik bir kiimeleme yontemidir. UPGMA, tiim bireyler arasindaki mesafeleri bir
mesafe matriksi kullanarak hesaplar ve birbirine en yakin iki grubu bir araya getirerek
filogenetik agac olusturur. Maximum-Likelihood ise filogenetik aga¢ olusturulmasi igin
istatiksel yontemdir. Bu yontem, verilen bir filogenetik model ve sekans verisi i¢in

gozlemlenen verinin olasiligin1 maksimize eden agacin hangisi oldugunu belirler. Bir
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diger deyisle hangi agacin, mevcut sekans verisini iiretme olasiliginin en yiiksek

oldugunu bulmaya calisir.

UPGMA analiz siirecinde, filogeni analizinin gvenirliligini test etmek amaciyla
Bootstrap yontemi kullanilmis ve 1000 Bootstrap tekrar1 (Number of Bootstrap
Replications) gerceklestirilmistir. Analiz edilen sekans tiirii olarak niikleotid se¢ilmis,
model veya yontem olarak ise p-mesafe (p-distance) kullanilmistir. Sekans pozsiyonlari
arast oranlar, Gamma dagilimi ile modellemistir ve Gamma parametresi 1.00 olarak
ayarlanmistir. Eksik veri ve bosluklar i¢in kismi silme (Partial Deletion) yontemi tercih
edilmis ve sekans pozisyonlart kapsami kesme degeri %95 olarak belirlenmistir.

Analizler, 3 is pargacigi (thread) kullanarak gerceklestirilmistir.

ML filogeni testi 100 Bootstrap tekrar1 gerceklestirilmistir. Yerine ge¢me tiirli olarak
niikleotid secilmis, model veya yontem olarak ise Genel Zaman Tersinir Modeli
(General Time Reversible Model) kullanilmistir. Niikleotid pozisyonlari arasi oranlar,
Gamma dagilim1 ile modellemistir ve bes ayr1 Gamma kategorisi belirlenmistir. Eksik
veri ve bosluklar icin 'Tiim Pozisyonlar1 Kullan' (Use all Sites) yontemi tercih
edilmistir. ML i¢in sezgisel yontem olarak En Yakin Komsu Degisimi (Nearest-
Neighbor-Interchange, NNI) ve baslangi¢c agaci olarak da Neighbor-Joining yontemi
secilmistir. Analizler, 3 is parcacigi (thread) kullanarak gerceklestirilmistir.
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3. SONUCLAR

Bu boéliimde “Triticum baeoticum Boiss. ve Triticum urartu Thum. ex Gandil (Poaceae)
tirlerine ait populasyonlarin yeni nesil dizileme yontemi ile arastirilmasi” baslikli
arastirmanin sonuclar1 ortaya konulacaktir. Bu c¢alisma i¢cin USDA (United States
Department of Agriculture)’dan 69 adet Triticum urartu aksesyonu, TTGB (Tiirkiye
Tohum Gen Bankasi)’den ise 35 adet Triticum baeoticum aksesyonu olmak iizere
toplamda 94 adet aksesyon kullanilmistir. Triticum baeoticum ve Triticum urartu
tirlerinin sistematik hiyerarsiye gore durumlari ve tiir betimleri Cabi (2010)’dan

Tiirk¢e’ye ¢evrilerek asagida verilmistir.

Alem (Regnum): Plantae
Boliim (Divisio): Magnoliophyta
Sinif (Class): Magnoliopsida
Takim (Ordo): Poales Small
Aile (Familia): Poaceae Barnhart
Cins (Genus): Triticum L.

Triticum baeoticum Boiss., Diagnoses plantarum orientalium novarum 2(13): 69.
1854.

Tek yillik otlar. Govde kiime halinde, 30-120 cm, narin yapili, yesil, govde diiglimleri
havli ya da ciliz tiiylii. Yaprak kinlari iilgerli-ciliz tiiylii. Yaprak ayalar1 2-7 mm eninde,
tilgerli-ciliz tliyld, tliyler yogun, damarlardaki tiiyler daha uzun, kenarlar ince piiriizli.
Basak dik, 5-14 cm, narin, gevsek yapili, yandan basik. Basak ekseni kirilgan,
diiglimlerde ve kenarlarda yogun tiiylii, diiglim aras1 3-4 mm, olgunlasinca diigiimlerden
kirilir. Basakgiklar 12-17 mm, dikdoértgenimsi, 2-3 ¢igekli, 1 ya da 2 ¢igek verimli. Dis
kavuz (4-)6-10 mm, derimsi, sarimsi siyah-mor, tiiysiiz ya da havli ciliz tiyld, 2
omurgali; omurgalar 2 esitsiz dis seklinde ¢ikintili, bir omurga belirgin, uca dogru ince
puriizlii. Verimli ¢igeklerin i¢ kavuzu kayik bigimli, 10-14 mm, tliysiiz, kil¢ik boyu 8
cm’e kadar korpiiriizli. Kapgik 8,5-11 mm, olgunlasinca yarilir. Basgik seritsi, yaklasik
3-5 mm, sar1. Meyve eliptik, 6,5-8 X 2,5-3 mm. Besidoku sert. Haplom Ab. 2n=14.
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Triticum urartu Thumanjan ex Gandilyan Botaniényj Zurnal 57(2): 176. 1972.

Tek yillik otlar. Govde 145 cm’ye kadar, diiglimler tliyli. Yaprak ayas1t 7-10 mm
eninde, sari-yesil, kisa havli, tiiyler esit uzunlukta, yumusak. Basaklar dik, 6-12 cm,
cigek ekseni diiglimlerde ve kenarlarda yogun bir sekilde kirpikli; diiglimler arasi1 3-5
mm; olgunlasinca diigimlerden kirilir. Basakgiklar 12-16 mm, dikdortgen seklinde, 2-3
cicekli, 1-2 tohum olusturur. Dig kavuz 8-11 mm, derimsi, alt ¢igceklere sikica yapisik,
iki omurgali, iki disli, ikinci dis iyi gelismemis; i¢ kavuz 10-13 mm, kil¢ikli, altta
bulunan 2 i¢ kavuz iizerindeki kilg¢iklar 7 cm’ye kadar, tigiincii i¢ kavuzdaki kilgik 1
cm’ye kadar; kapgik olgunlaginca ayrilir; basgik 2-4 mm. Dane ve besidoku sert.
Haplom Au. 2n=14.

3.1. Taze Yaprak Dokusundan DNA izolasyonu

Diversity Arrays Technologies firmasi biinyesinde DArTseq dizilemesinin
yapilabilmesi i¢in 94 aksesyondan Diversity Array Technologies firmasi tarafindan
optimize edilen DNA izolasyon protokolii ile gerceklestirilmistir. Her bir aksesyondan
tek bir bireyden elde edilen taze yaprak dokusu kullanilarak gergeklestirilen DNA
izolasyonu sonucunda elde edilen DNA’larin saflik ve konsantrasyon degerleri ¢izelge
3.1’de verilmistir. Triticum urartu ve Triticum baeoticum tiirlerine ait 94 farkli
aksesyonun DNA konsantrasyonu en az 46,5 ng/ul, en fazla ise 547,6 ng/ul olarak
Olclilmiistiir. Ortalama konsantrasyon degeri yaklasik 235,5 olarak hesaplanmistir.
Saflik oranlari ise minimum 1,76 ve maksimum 2,07 arasinda degiskenlik gostermistir;

ortalama saflik orani ise yaklasik olarak 1,97'dir.

Cizelge 3.1. 94 aksesyondan gerceklestirilen DNA izolasyonu sonuglari

Calisma Numarasi DNA Miktar Saflik
1 101,8 1,94
2 46,5 1,94
3 60,2 1,95
4 248 1,98
5 401,2 1,99
6 84,9 1,94
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Cizelge 3.1. (devam)

Calisma Numarasi DNA Miktan Safhik
7 93,7 1,92
8 2413 191
9 172,3 1,88
10 92,8 1,95
11 192,6 1,97
12 273,2 1,99
13 280,3 1,92
14 245,1 1,96
15 96,4 1,83
16 122,6 1,93
17 162 1,93
18 353,3 1,97
19 270,1 1,95
20 206,8 1,94
21 268,5 1,99
22 322,2 1,99
23 382,9 2,01
24 2319 2,00
25 173,1 1,99
26 93,3 1,84
27 162,2 1,99
28 327,2 2,01
29 321,3 2,01
30 2527 1,88
31 317,4 1,97
32 285,1 1,99
33 312,2 2,00
34 173,1 1,91
35 259 1,94
36 156,3 1,96
37 547,6 1,82
38 162,7 2,07
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Cizelge 3.1. (devam)

Calisma Numarasi DNA Miktan Safhik
39 192,7 2,02
40 94,5 1,89
41 216,3 1,97
42 172,9 1,98
43 192 2,01
44 209,5 1,98
45 170,9 1,91
46 317,4 2,02
47 154,9 1,92
48 231,6 1,96
49 186,1 2,00
50 158,6 1,77
51 70,7 1,77
52 259,4 2,01
53 291,6 2,03
54 235,2 1,91
55 127 1,81
56 204,2 1,99
57 159,4 1,93
58 362,3 2,06
59 178,5 2,05
60 311,7 1,97
61 455,3 2,00
62 137,5 1,97
63 209,8 2,03
64 189 1,76
65 180,9 2,01
66 212,4 2,02
67 206,1 2,03
68 200,8 1,94
69 91,2 1,97
70 91,3 1,99
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Cizelge 3.1. (devam)

Calisma Numarasi DNA Miktan Safhik
71 219,8 1,95
72 147,5 1,98
73 195,9 1,87
74 369,5 2,03
75 199,2 1,94
76 309,1 1,96
77 254 1,96
78 116,2 1,93
79 270,3 1,96
80 152,6 1,95
81 291,6 1,94
82 249,3 1,96
83 292,6 1,93
84 223,3 2,00
85 418,6 1,98
86 209,2 1,96
87 358,1 2,01
88 274,3 1,85
89 142,8 1,94
90 520,8 2,04
91 328,6 1,97
92 182,6 1,94
93 212 1,95
94 2477 1,95

3.1.1. DArTSoft Programm Araciigr ile Elde Edilen SNP ve SilicoDArT

Belirteclerinin Filtrelenmesi ve Temel Istatistiklerin Belirlenmesi

DArT firmasina gonderilen 94 aksesyona ait saflagtirilmig DNA ornekleri DArTSeq
metodu ile dizilenmesinin ardindan SNP ve SilicoDArT verisetleri “Report_DW23-
8346_SilicoDArT _1.csv”, “Report_DW23-346-SNP_2.csv”, “Report_DW23-
8346_SNP_Mapping_2.csv” dosyalar1 olarak tarafimiza iletilmistir. Genomik ve
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istatiksel analizler icin ham veri dosyasi olan “DW23-8346” isimli CSV dosyalar1 R
programlama dilinde bulunan dartR paketi ile filtrelenmistir. Filtreleme Oncesi ve
filtreleme sonrasi SNP ve SilicoDArT veri setlerinde bulunan belirteclerin kalite
degerleri ve bu kalite degerlerine gore olusturulan SNP ve SilicoDArT ham veri
setlerine ait 1s1 haritalar1 asagidaki ¢izelge ve sekillerde gosterilmistir (Cizelge 3.2.-21,
Sekil 3.1.-16.)

DArTSeq dizilemesi sonucunda, SNP veri setinde 56.188 lokus, SilicoDArT (P/A) veri
setinde ise 105.260 lokus oldugu goriilmiistiir. SNP veri kiimesi, ¢agr1 orani, minimum
allel frekanst (MAF) ve tekrarlanabilirlik katsayilarina gore filtreleme islemleri
gerceklestirildikten sonra, toplamda 16.898 SNP ve 100.103 SilicoDAIT belirteci elde
edilmigtir. Filtreleme sonrasinda SNP ve SilicoDArT verisetlerindeki lokus sayisi
diismiis ancak veri kalitesi artmistir. SNP veri setinde yapilan tim filtrelemeler
sonucunda ¢agr1 oraninin ortalama degeri 0,752 iken filtreleme sonrasi bu oran 0,961°¢,
minor allel frekansinin 0,162°den 0,264’e, tekrarlanabilirlik oraninin ise sabit kaldigi
gozlemlenmistir. Benzer sekilde SilicoDArT veri setinde yapilan filtrelemeler
sonucunda ¢agr1 oraninin ortalama degeri 0,955 iken filtreleme sonrasinda 0,960’a,
ortalama tekrarlanabilirlik orant 0,999’dan 1’e¢ yiikselmistir. Gergeklestirilen bu
filtrelemeler sonrasinda SNP ve SilicoDArT verisetlerinde bulunan eksik veriler

istatiksel analizleri etkilemeyecek sekilde doldurulmustur.

30



Cizelge 3.2.  Filtreleme 6ncesi SNP veri seti lokuslara gore ¢agri orani dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen Yiizde

1 100% 1 9701 17,3 46487 82,7
2 95% 1 9701 17,3 46487 82,7
3 90% 1 9701 17,3 46487 82,7
4 85% 1 9701 17,3 46487 82,7
5 80% 0,989362 13262 23,6 42926 76,4
6 75% 0,978723 15466 27,5 40722 72,5
7 70% 0,968085 17056 30,4 39132 69,6
8 65% 0,93617 20325 36,2 35863 63,8
9 60% 0,904255 22983 40,9 33205 59,1
10 55% 0,861702 25849 46 30339 54
11 50% 0,819149 28241 50,3 27947 49,7
12 45% 0,765957 31017 55,2 25171 44,8
13 40% 0,712766 33919 60,4 22269 39,6
14 35% 0,680851 36656 65,2 19532 34,8
15 30% 0,648936 39922 71,1 16266 28,9
16 25% 0,606383 42308 75,3 13880 24,7
17 20% 0,521277 45282 80,6 10906 19,4
18 15% 0,393617 47855 85,2 8333 14,8
19 10% 0,329787 51583 91,8 4605 8,2
20 5% 0,297872 53681 95,5 2507 4,5
21 0% 0,202128 56188 100 0 0

Cizelge 3.3. Filtreleme oncesi SNP veri seti ¢agri orani istatistikleri

Olgiim Deger
Lokus Sayist 56188
Birey Sayisi 94
Minimum 0,202128
1. Ceyrek (Q1) 0,606383
Ortanca (Medyan) 0,819149
Ortalama (Mean) 0,7519471
3. Ceyrek (Q3) 0,978723
Maksimum 1

Genel Eksik Veri Orani 0,2481
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Cizelge 3.4. Filtreleme 6ncesi SNP veri seti mindr allel frekanst dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen  Yiizde

1 100% 0,5 143 0,3 56045 99,7
2 95% 0,409091 2810 5 53378 95

3 90% 0,350575 5625 10 50563 90

4 85% 0,333333 8437 15 47751 85

5 80% 0,324468 11411 20,3 44777 79,7
6 75% 0,305556 14061 25 42127 75

7 70% 0,269231 16881 30 39307 70

8 65% 0,22973 19672 35 36516 65

9 60% 0,190476 22495 40 33693 60
10 55% 0,15 25311 45 30877 55
11 50% 0,115385 28127 50,1 28061 49,9
12 45% 0,087719 30905 55 25283 45
13 40% 0,066667 33741 60,1 22447 39,9
14 35% 0,048611 36523 65 19665 35
15 30% 0,035714 39414 70,1 16774 29,9
16 25% 0,029851 42146 75 14042 25
17 20% 0,02 44987 80,1 11201 19,9
18 15% 0,015385 47805 85,1 8383 14,9
19 10% 0,01087 50645 90,1 5543 9,9
20 5% 0,005814 53386 95 2802 5

21 0% 0,005319 56188 100 0 0

Cizelge 3.5. Filtreleme 6ncesi SNP veri seti mindr allel frekansi istatistikleri

Olgiim Deger
Lokus Sayist 56188
Birey Sayis1 94
Minimum 0,0053191
1. Ceyrek (Q1) 0,0298508
Ortanca (Medyan) 0,1153846
Ortalama (Mean) 0,1621178
3. Ceyrek (Q3) 0,3055556
Maksimum 0,5

Genel Eksik Veri Orani 0,25
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Cizelge 3.6. Filtreleme 6ncesi SNP veri seti tekrarlanabilirlik oran1 dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen  Yiizde

1 100% 1 51451 91,6 4737 8,4
2 95% 1 51451 91,6 4737 8,4
3 90% 1 51451 91,6 4737 8,4
4 85% 1 51451 91,6 4737 8,4
5 80% 1 51451 91,6 4737 8,4
6 75% 1 51451 91,6 4737 8,4
7 70% 1 51451 91,6 4737 8,4
8 65% 1 51451 91,6 4737 8,4
9 60% 1 51451 91,6 4737 8,4
10 55% 1 51451 91,6 4737 8,4
11 50% 1 51451 91,6 4737 8,4
12 45% 1 51451 91,6 4737 8,4
13 40% 1 51451 91,6 4737 8,4
14 35% 1 51451 91,6 4737 8,4
15 30% 1 51451 91,6 4737 8,4
16 25% 1 51451 91,6 4737 8,4
17 20% 1 51451 91,6 4737 8,4
18 15% 1 51451 91,6 4737 8,4
19 10% 1 51451 91,6 4737 8,4
20 5% 0,97619 53801 95,8 2387 4,2
21 0% 0,863636 56188 100 0 0

Cizelge 3.7. Filtreleme 6ncesi SNP veri seti tekrarlanabilirlik istatistikleri

Olgiim Deger
Lokus Sayist 56188
Birey Sayis1 94
Minimum 0,863636
1. Ceyrek (Q1) 1

Ortanca (Medyan) 1
Ortalama (Mean) 0,9971766
3. Ceyrek (Q3) 1
Maksimum 1

Genel Eksik Veri Oram 0,25
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Cizelge 3.8. Filtreleme sonrast SNP veri seti lokuslara gore ¢agri orani dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen  Yiizde

1 100% 1 5670 33,6 11228 66,4
2 95% 1 5670 33,6 11228 66,4
3 90% 1 5670 33,6 11228 66,4
4 85% 1 5670 33,6 11228 66,4
5 80% 1 5670 33,6 11228 66,4
6 75% 1 5670 33,6 11228 66,4
7 70% 1 5670 33,6 11228 66,4
8 65% 0,989362 8015 47,4 8883 52,6
9 60% 0,989362 8015 47,4 8883 52,6
10  55% 0,989362 8015 47,4 8883 52,6
11 50% 0,978723 9485 56,1 7413 43,9
12 45% 0,978723 9485 56,1 7413 43,9
13 40% 0,968085 10541 62,4 6357 37,6
14 35% 0,957447 11374 67,3 5524 32,7
15  30% 0,946809 12109 71,7 4789 28,3
16 25% 0,93617 12766 75,5 4132 24,5
17 20% 0,914894 14007 82,9 2891 17,1
18  15% 0,904255 14572 86,2 2326 13,8
19  10% 0,882979 15552 92 1346 8

20 5% 0,861702 16480 97,5 418 2,5
21 0% 0,851064 16898 100 0 0

Cizelge 3.9. Filtreleme sonrasi SNP veri seti lokuslara gore ¢agr1 orani istatistikleri

Olgiim Deger
Lokus Sayist 16898
Birey Sayis1 94
Minimum 0,851064
1. Ceyrek (Q1) 0,93617
Ortanca (Medyan) 0,978723
Ortalama (Mean) 0,961288
3. Ceyrek (Q3) 1
Maksimum 1

Genel Eksik Veri Oran1  0,0387
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Cizelge 3.10. Filtreleme sonras1i SNP veri seti minor allel frekansi dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen  Yiizde

1 100% 0,5 17 0,1 16881 99,9
2 95% 0,386905 845 5 16053 95

3 90% 0,351064 1723 10,2 15175 89,8
4 85% 0,340426 2574 15,2 14324 84,8
5 80% 0,335106 3846 22,8 13052 77,2
6 75% 0,333333 4298 25,4 12600 74,6
7 70% 0,329787 5591 331 11307 66,9
8 65% 0,327957 5957 35,3 10941 64,7
9 60% 0,324468 6788 40,2 10110 59,8
10  55% 0,318681 7658 453 9240 54,7
11 50% 0,309524 8466 50,1 8432 49,9
12 45% 0,296296 9303 55,1 7595 44,9
13 40% 0,277108 10141 60 6757 40
14 35% 0,255319 10984 65 5914 35
15 30% 0,225806 11841 70,1 5057 29,9
16 25% 0,191489 12689 75,1 4209 24,9
17 20% 0,150538 13523 80 3375 20
18 15% 0,111702 14378 85,1 2520 14,9
19  10% 0,085106 15231 90,1 1667 9,9
20 5% 0,064516 16066 95,1 832 4,9
21 0% 0,05 16898 100 0 0

Cizelge 3.11. Filtreleme sonras1 SNP veri seti mindr allel frekansi istatistikleri

Olgiim Deger
Lokus Sayist 16898
Birey Sayis1 94
Minimum 0,05

1. Ceyrek (Q1) 0,191489
Ortanca (Medyan) 0,309524
Ortalama (Mean) 0,26398
3. Ceyrek (Q3) 0,333333
Maksimum 0,5
Genel Eksik Veri Orant 0,04
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Cizelge 3.12. Filtreleme sonras1 SNP veri seti tekrarlanabilirlik orani dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen  Yiizde

1 100% 1 14626 86,6 2272 13,4
2 95% 1 14626 86,6 2272 13,4
3 90% 1 14626 86,6 2272 13,4
4 85% 1 14626 86,6 2272 13,4
5 80% 1 14626 86,6 2272 13,4
6 75% 1 14626 86,6 2272 13,4
7 70% 1 14626 86,6 2272 13,4
8 65% 1 14626 86,6 2272 13,4
9 60% 1 14626 86,6 2272 13,4
10  55% 1 14626 86,6 2272 13,4
11 50% 1 14626 86,6 2272 13,4
12 45% 1 14626 86,6 2272 13,4
13 40% 1 14626 86,6 2272 13,4
14 35% 1 14626 86,6 2272 13,4
15  30% 1 14626 86,6 2272 13,4
16 25% 1 14626 86,6 2272 13,4
17 20% 1 14626 86,6 2272 13,4
18 15% 1 14626 86,6 2272 13,4
19 10% 0,977273 15960 94,4 938 5,6
20 5% 0,97619 16244 96,1 654 39
21 0% 0,95 16898 100 0 0

Cizelge 3.13. Filtreleme sonras1 SNP veri seti tekrarlanabilirlik orani istatistikleri

Olgiim Deger
Lokus Sayist 16898
Birey Sayis1 94
Minimum 0,95

1. Ceyrek (Q1) 1
Ortanca (Medyan) 1
Ortalama (Mean) 0,9963
3. Ceyrek (Q3) 1
Maksimum 1
Genel Eksik Veri Orant 0,04




Cizelge 3.14 Filtreleme 6ncesi SilicoDATT veri seti ¢gagri orani dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen  Yiizde

1 100% 1 29437 28.0 75823 72.0
2 95% 1 29437 28.0 75823 72.0
3 90% 1 29437 28.0 75823 72.0
4 85% 1 29437 28.0 75823 72.0
5 80% 1 29437 28.0 75823 72.0
6 75% 1 29437 28.0 75823 72.0
7 70% 0,989362 29437 38,1 65207 61,9
8 65% 0,989362 40053 38,1 65207 61,9
9 60% 0,978723 48335 45,9 56925 54,1
10  55% 0,978723 48335 45,9 56925 54,1
11  50% 0,968085 56609 53,8 48651 46,2
12 45% 0,957447 64889 61,6 40371 38,4
13 40% 0,957447 64889 61,6 40371 38,4
14 35% 0,946809 72154 68,5 33106 31,5
15  30% 0,936170 77616 73,7 27644 26,3
16 25% 0,925532 82045 77,9 23215 22,1
17 20% 0,914894 85961 81,7 19299 18,3
18 15% 0,904255 89475 85,0 15785 15,0
19 10% 0,882979 95769 91,0 9491 9,0
20 5% 0,861702 100092 95,1 5168 4,9
21 0% 0,808511 105260 100 0 0

Cizelge 3.15. Filtreleme 6ncesi SilicoDArT SNP veri seti ¢agri orani istatistikleri

Olgiim Deger
Lokus Sayist 105260
Birey Sayis1 94
Minimum 0,808511
1, Ceyrek (Q1) 0,925532
Ortanca (Medyan) 0,968085
Ortalama (Mean) 0,9546474
3. Ceyrek (Q3) 1
Maksimum 1

Genel Eksik Veri Orant 0,04
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Cizelge 3.16. Filtreleme 6ncesi SilicoDATT tekrarlanabilirlik orani dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen  Yiizde

1 100% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
2 95% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
3 90% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
4 85% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
5 80% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
6 75% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
7 70% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
8 65% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
9 60% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
10  55% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
11 50% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
12 45% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
13 40% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
14 35% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
15  30% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
16 25% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
17 20% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
18 15% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
19 10% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
20 5% 1,0 103740 98,6 1520 1,4
21 0% 1,0 105260 100 0 0

Cizelge 3.17. Filtreleme 6ncesi SilicoDArT tekrarlanabilirlik orani istatistikleri

Olgiim Deger
Lokus Sayisi 105260
Birey Sayis1 94
Minimum 0,95

1. Ceyrek (Q1) 1

Ortanca (Medyan) 1
Ortalama (Mean) 0,9993181
3. Ceyrek (Q3) 1
Maksimum 1

Genel Eksik Veri Orani 0,05
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Cizelge 3.18. Filtreleme sonrasi SilicoDATrT veri seti ¢agr1 oran1 dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen  Yiizde

1 100% 1,0 29407 29,4 70696 70,6
2 95% 1,0 29407 29,4 70696 70,6
3 90% 1,0 29407 29,4 70696 70,6
4 85% 1,0 29407 29,4 70696 70,6
5 80% 1,0 29407 29,4 70696 70,6
6 75% 1,0 29407 29,4 70696 70,6
7 70% 0,989362 39938 39,9 60165 60,1
8 65% 0,989362 39938 39,9 60165 60,1
9 60% 0,978723 48065 48,0 52038 52,0
10  55% 0,978723 48065 48,0 52038 52,0
11  50% 0,968085 56136 56,1 43967 43,9
12 45% 0,968085 56136 56,1 43967 43,9
13 40% 0,957447 64207 64,1 35896 35,9
14 35% 0,946809 71278 71,2 28825 28,8
15  30% 0,946809 71278 71,2 28825 28,8
16 25% 0,936170 76629 76,6 23474 234
17 20% 0,925532 80981 80,9 19122 19,1
18 15% 0,904255 88297 88,2 11806 11,8
19 10% 0,893617 91581 91,5 8522 8,5

20 5% 0,872340 96830 96,7 3273 33

21 0% 0,851064 100103 100 0 0,0

Cizelge 3.19. Filtreleme sonrasi SilicoDArT veri seti ¢agri orani istatistikleri

Ol¢iim Deger
Lokus Sayist 100103
Birey Sayis1 94
Minimum 0,851064
1. Ceyrek (Q1) 0,93617
Ortanca (Medyan) 0,968085
Ortalama (Mean) 0,9596086
3. Ceyrek (Q3) 1
Maksimum 1

Genel Eksik Veri Orant 0,0404
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Cizelge 3.20. Filtreleme sonras1 SilicoDATT veri seti tekrarlanabilirlik oran1 dagilimi

Yiizdelik Esik Degeri Elde Edilen Yiizde Filtrelenen  Yiizde
1 100% 1 100103 100 0 0
2 95% 1 100103 100 0 0
3 90% 1 100103 100 0 0
4 85% 1 100103 100 0 0
5 80% 1 100103 100 0 0
6 75% 1 100103 100 0 0
7 70% 1 100103 100 0 0
8 65% 1 100103 100 0 0
9 60% 1 100103 100 0 0
10  55% 1 100103 100 0 0
11 50% 1 100103 100 0 0
12 45% 1 100103 100 0 0
13 40% 1 100103 100 0 0
14 35% 1 100103 100 0 0
15  30% 1 100103 100 0 0
16 25% 1 100103 100 0 0
17 20% 1 100103 100 0 0
18  15% 1 100103 100 0 0
19 10% 1 100103 100 0 0
20 5% 1 100103 100 0 0
21 0% 1 100103 100 0 0

Cizelge 3.21. Filtreleme sonrasi SilicoDArT veri seti tekrarlanabilirlik oran istatistikleri

Olgiim Deger

Lokus Sayist 100103
Birey Sayis1 94
Minimum

1. Ceyrek (Q1)

Ortanca (Medyan)
Ortalama (Mean)

3. Ceyrek (Q3)
Maksimum

Genel Eksik Veri Orani

(= N N
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Sekil 3.1. Filtreleme 6ncesi SNP lokusa gore ¢agri orani grafigi
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Sekil 3.2. Filtreleme sonrast SNP lokusa gore ¢agr1 orani grafigi
41



Count

Minor Allele Frequency

Count

overall pop_1n=35 pop_2n=59
6000
9000 10000
« 4000 -
6000 s s
8 8
5000
3000 2000
1] 1] 1]
00 01 02 03 04 05 00 01 02 03 04 05 00 01 02 03 04 05
Minor Allele Frequency

Minor Allele Frequency Minor Allele Frequency
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Sekil 3.4. Filtreleme sonrast SNP mindr allel frekansi dagilim grafigi
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Sekil 3.5. Filtreleme 6ncesi SNP tekrarlanabilirlik oran1 grafigi
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SNP data (DArTSeq)
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Sekil 3.7. Filtreleme 6ncesi SilicoDArT ¢agr1 orani grafigi
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Sekil 3.8. Filtreleme sonrasi SilicoDArT ¢agri orani grafigi
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Sekil 3.9. Filtreleme 6ncesi SilicoDArT tekrarlanabilirlik orani grafigi
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Sekil 3.10. Filtreleme sonrasi SilicoDArT tekrarlanabilirlik orani grafigi
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Sekil 3.11. Filtreleme 6ncesi SNP veri seti 1s1 haritasi
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Sekil 3.13. impiitasyon sonras1t SNP veri seti 1s1 haritasi
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Sekil 3.14. Filtreleme oncesi SilicoDArT veri seti 1s1 haritasi
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Sekil 3.16. Impiitasyon sonras1 SilicoDAIT veri seti 1s1 haritas

3.2. Tiim Belirteglerin Kromozomlara Gére Dagilimi Temel Istatistikler

SNP ve SilicoDArT belirteglerinde bulunan popiilasyonlar1 temsil eden 94 bireye ait
SNP ve SilicoDArT lokuslarinin kromozomlara gore dagilim tablosu ¢izelge 3.22°de

belirtilmistir.
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Cizelge 3.22. SNP ve SilicoDATrT belirteglerinin kromozomlara gore dagilimi

ChrlA ChrlB ChrlD Chr2A Chr2B Chr2D Chr3A Chr3B Chr3aD Chr4A ChrdB ChrdD Chr5A Chr5B Chr5D Chr6A Chr6B ChréD Chr7A Chr7B Chr7D

Filtreleme Oncesi SNP 3886 632 972 4955 970 1244 4650 740 1157 3136 503 645 5006 798 1028 3584 649 900 5944 803 1377
Filtreleme Sonrast SNP 1291 151 377 1679 228 434 1521 168 434 1018 121 264 1776 188 385 1136 150 285 1752 180 413
Filtreleme Oncesi SilicoDArT 5366 1767 1186 6766 2298 1760 6694 2194 1607 5142 1437 870 6833 2202 1430 5559 1883 1338 8367 2281 2072

Filtreleme Sonras: SilicoDArT 5050 1743 1122 6336 2252 1663 6299 2154 1539 4894 1421 827 6381 2181 1356 5265 1863 1280 7942 2258 1992

Cizelge 3.23. SNP ve SilicoDArT belirteglerinin temel istatistikleri

Ho Hs Ht Dst Htp Dstp Fst Fstp Fis Dest
SNP 0,0282 0,2035 0,4139 0,2104 0,6243 0,4208 0,5084 0,6741 0,8615 0,5283
SilicoDArT 0,2887 0,1835 0,2147 0,0313 0,2460 0,0625 0,1456 0,2542 -0,5736 0,0766
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3.3. Popiilasyon Yapis1 Analizleri

Triticum urartu ve Triticum baeoticum popiilasyonlarnin yapisini tiir i¢i ve tiirler arasi
cesitlilifi ADMIXTURE programi kullanilarak analiz edilmistir. ADMIXTURE
programi STRUCTURE programindan farkli olarak optimum K degerini hesaplarken
bayeziyen bir yaklasim olan MCMC similasyon teknigini kullanirken ADMIXTURE
programi maksimum olabilirlik (maximume-likelihood) yaklagimin1 kullanmaktadir.
ADMIXTURE program ile gerceklestirilen analizler sonucunda optimum K degerini
belirlenebilmesi i¢in K degeri 1 ile 7 arasinda test edilmistir. Gergeklestirilen bu testler
sonucunda capraz dogrulama degerleri ve en diisiik ¢capraz dogrulama hatasina sahip
olan K degeri 5, en yiiksek LogLikelihood degerine sahip olan K degeri ise 2 olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar K=5 degerinin modelin genelleme kapasitesi acisindan, K=2
degerinin ise en diisiik capraz dogrulama hatas1 oranina sahip oldugunu gostermektedir
(Cizelge 3.24). K=2 ve K=5 degerlerine sahip Q ve P matriksleri R programlama dilinde

bulunan “ggplot2” kiitiiphanesi kullanilarak gorsellestirilmistir.

Cizelge 3.24. Admixture Programi kullanilanarak gerceklestirilen analiz sonuglari

K CV hatas: LogL.ikelihood
1 1,09197 -1,75E+06

2 0,26556 -665267

3 0,25306 -938592

4 0,23938 -1,73E+06

5 0,23704 -1,42E+06

6 0,23817 -1,38E+06

7 0,24643 -745397
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Sekil 3.17. Capraz dogrulama hatasi grafigi
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3.4. Molekiiler Varyans Analizleri

Molekiiler varyans analizi, genetik veri setlerindeki varyansin kaynagini ayrintili bir
bicimde ortaya koyar. Bu istatistiksel yontem, ozellikle farkli biyolojik gruplar veya
popiilasyonlar arasindaki genetik farkliliklari derinlemesine inceler. Ayrica, bu analiz
sayesinde genetik varyansin farkli hiyerarsik diizeylerde, 6rnegin cografi bolgeler,
sosyal yapilar veya evrimsel siiregler gibi, nasil dagitildigi anlasilir. Bu bilgiler, genetik
cesitliligin altinda yatan mekanizmalar1 ¢ézlimleyebilmek ve koruma biyolojisi, tibbi
aragtirmalar veya evrimsel biyoloji gibi farkli disiplinlerde uygulanabilir bilgiler
sunabilmektedir. Bu tez calismasinda gerceklestirilen AMOVA analizi 2 farkli
hiyerarsik diizey ele alinarak gerceklestirilmistir ve analiz sonuglari asagida bulunan
cizelgelerde gosterilmistir. SNP ve SilicoDArT verileri kullanilarak gergeklestirilen
AMOVA testleri sonucunda iist verisi (metadata) 2 popiilasyona ayrilan SNP verisi ile
gerceklestirilen AMOVA test sonucunun "pop.names" kategorisinde SSD 27,28645,
MSD 27,2864481, p degeri 0, phi istatigi 0,8282397, serbestlik derecesi (df) 1 ve grup
ici varyans degeri (sigma2) 0,61813'tiir. "Error" kategorisinde ise SSD 11,79327, MSD
0,1281877, serbestlik derecesi (df) 92 ve grup ici varyans degeri (sigma2) 0,12819
oldugu gozlemlenmistir. Varyans katsayilari "pop.names" kategorisi i¢in 43,93617
olarak hesaplanmistir. SilicoDArT verisi ile gergeklestirilen AMOVA test sonucunun
"pop.names" kategorisinde SSD 5,645474, MSD 5,6454739, p degeri 0, phi istatigi
0,793927, serbestlik derecesi (df) 1 ve grup i¢i varyans degeri (sigma2) 0,127738'tir.
"Error" kategorisinde ise SSD 3,050342, MSD 0,0331559, serbestlik derecesi (df) 92 ve
grup i¢i varyans degeri (sigma2) 0,033156 oldugu gozlemlenmistir. Varyans katsayilari
"pop.names" kategorisi icin 43,93617 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.25 ve Cizelge
3.26).

Cizelge 3.25. SNP AMOVA testi sonug ¢izelgesi (Metadata nPOP= 2)

Variance
Kategori SSD MSD df sigma2 P.value Phi-statistics Coefficients
pop.names 27,28645  27,28645 1 0,61813 0 0,82824 43,93617

Error 11,79327  0,128188 92 0,12819

Total 39,07972  0,420212 93




Cizelge 3.26. SilicoDArT AMOVA testi sonug ¢izelgesi (Metadata NPOP= 2)

Variance
Kategori SSD MSD df sigma2 P.value  Phi-statistics Coefficients
pop.names  5,64547 5645474 1 0,12774 0 0,793927  43,93617
Error 3,05034 0,033156 92 0,03316
Total 8,69582 0,093503 93

3.5. Temel Koordinat Analizleri (PCoA)

Temel Koordinat Analizi (PCoA), ¢cok degiskenli verileri iki veya daha fazla boyutta
gorsellestirmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Temel Bilesen Analizi (PCA) gibi, PCoA
da yiiksek boyutlu veri setlerini daha diisiik boyutlu bir uzaya indirger. PCoA, bir
benzerlik matrisi veya bir farklilik matrisi gibi yakinlik matrislerini analiz etmenize izin
veren giiclii ve popiiler bir ¢ok degiskenli analiz yontemidir. SNP ve SilicoDArT
verileri ile gergeklestirilen temel koordinat analizinde k-means kiimeleme algoritmasi
sonucunda elde edilen temel bilesen matriksi Cizelge 3.27°te ve Cizelge 3.28’te
gosterilmistir. Bu sonuglara gore poplilasyonlar arasindaki varyansi en iyi agiklayan
temel bilesen PC1 ve PC2 bilesenleri olarak belirlenmistir. Sekil 3.20 ve Sekil 3.21°de
olusturulan temel koordinat analizi grafikleri PC1 ve PC2 bilesenleri kullanilarak
olusturulmustur. Bu analizler sonucunda SNP ve SilicoDArT verisine gore

popiilasyonlarin 2 ayr1 kiimede kiimelendigi gézlemlenmistir.

Cizelge 3.27. SNP Veri setiyle olusturulan temel bilesenler matrisi

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
1 63,62979 15,53209 0,292723 -0,14739 26,75403
2 65,0938 15,66925 -0,20616 -0,31983 26,61152
3 66,6112 32,98477 -1,47388 -0,07937 -4,72226
4 72,48765 -9,98217 -0,0119 0,266266 -1,40601
5 66,18338 33,58555 -1,66223 -0,07387 -6,11321
6 71,3466 -8,05105 0,082579 -0,04554 -1,13173
7 66,573 31,48101 -1,43018 0,185039 -5,15555
8 72,41245 -9,43574 -0,05986 0,055439 -2,33342
9 72,12702 -8,60686 0,248402 0,026394 0,168814
10 71,7916 -9,0446 -0,0227 0,112347 -0,77208
11 72,55736 -9,89006 -0,16015 -0,1888 -3,07985

Cizelge 3.27 (devam)



PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
12 72,66501 -10,2974 0,103419 0,211013 -1,2857
13 72,38078 -10,1681 0,142439 -0,10725 -0,94882
14 72,24394 -9,51725 0,101705 0,077627 -0,95922
15 -34,6009 -0,64691 -5,50013 0,417482 0,082203
16 -14,9431 2,748746 10,15267 -2,71445 12,02045
17 63,45968 31,85335 -1,76918 0,458088 -6,52307
18 -35,7838 -0,42203 -7,53159 4,424099 -0,01778
19 72,10739 -7,78117 -0,15107 0,050486 1,953662
20 72,28005 -9,31364 -0,09465 0,258251 -1,01572
21 71,95854 -7,63493 -0,1776 0,072719 1,968863
22 71,41561 -7,36391 -0,14005 0,060938 -0,56944
23 72,29398 -9,71251 -0,00699 0,043959 -0,85808
24 66,83948 31,41618 -1,59242 -0,08781 -6,12208
25 71,88957 -9,24049 0,120526 -0,4069 -0,87964
26 -26,443 1,627366 15,63367 1,979173 5,213972
27 71,4915 -10,8218 -0,11367 0,285175 -1,87481
28 69,89925 -9,47655 0,424725 -0,12156 -0,24352
29 71,98517 -9,5441 -0,06473 0,048338 -0,67295
30 72,05699 -9,10042 -0,191 0,139199 -0,18938
31 72,60674 -9,89397 -0,10286 -0,20154 -3,11231
32 66,21415 32,24089 -1,67978 0,146998 -4,92898
33 72,61652 -9,27877 -0,02358 0,251226 -0,45805
34 -29,9574 0,541616 15,94664 2,046966 4517148
35 -35,3478 -0,36621 -4,7437 0,943226 0,026416
36 -36,3296 -0,82433 -10,8835 7,982279 0,547095
37 -36,4009 -0,81215 -10,9706 8,009383 0,542552
38 67,4758 -8,71358 -0,0766 -0,51014 -1,8362
39 -36,3233 -0,78939 -10,9842 7,97325 0,557525
40 -35,6164 -0,84312 -10,9065 7,960942 0,662964
41 -34,7851 -0,05931 3,06787 -6,56214 -0,32216
42 -36,311 -0,79001 -10,8854 7,978626 0,531943
43 -33,3734 -0,38267 0,378366 -6,61806 -0,63148
44 -36,0611 -0,7454 -10,8607 7,67844 0,553155
45 -35,9672 -0,55646 -5,45083 1,039737 -0,05664
46 -35,4301 -0,3282 -1,865 -2,94151 -0,2442
47 -36,2495 -0,79466 -10,595 7,645932 0,525768
48 -35,1805 -0,2548 -0,04464 -8,11155 -0,57165
49 -35,2404 -0,32897 -0,80354 -4,30694 -0,91983
50 -34,6831 -0,15626 3,20835 -7,61549 -0,17655
51 -35,4284 -0,30451 -1,88269 -2,96178 -0,189
52 -35,165 -0,21874 0,819033 -5,53333 -0,45497
53 -35,2155 -0,31937 -0,81931 -4,25399 -0,95265
Cizelge 3.27 (devam)
PC1 PC2 PC3 PC4 PC5




54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

-34,8555
-34,9768
-35,3598
-34,9143
-35,1184
-35,4043
-34,8514
-35,5182
-36,3363
71,72079
-34,6341
-35,4959
-35,0739
-35,1279
-34,8147
-35,2026
-32,9281
-33,1477
-33,2725
-33,325
-33,34
-36,3527
-35,2466
-35,4599
-36,3512
-35,6177
-35,4911
-35,4045
-35,6429
-35,2048
-36,3681
-35,6373
-35,5971
-35,6211
-35,5622
-35,6208
-36,3596
-36,4097
-30,4104
-33,064
-30,4595

-0,10085
-0,12873
-0,40425
-0,06453
-0,19577
-0,47966
-0,13162
-0,37403
-0,74451
-10,0789
-0,18073
-0,41624
-0,16907
-0,216
-0,14487
-0,30705
0,696962
0,642619
0,648032
0,584316
0,603962
-0,77598
-0,2291
-0,49948
-0,79369
-0,43745
-0,32604
-0,32638
-0,42121
-0,30362
-0,77426
-0,52181
-0,38718
-0,40712
-0,46484
-0,44947
-0,76951
-0,77408
1,023955
0,689313
1,040733

1,21937

1,336247
-0,09607
2,102895
-0,26877
-5,94016
1,617188
-1,90936
-10,8713
0,027823
1,104011
-6,00785
1,595032
1,078343
3,389633
0,904046
21,35536
22,21927
21,73534
20,93717
20,84412
-10,8977
1,359182
-3,85486
-10,9318
-1,54681
-0,13172
-4,51347
-1,71264
-0,07285
-10,9353
-3,00169
-4,08881
-1,69215
-1,77677
-1,69112
-10,9296
-10,9809
8,121776
22,28905
15,83119

-4,71601
-5,33255
-4,97506
-5,02048
-4,03571
3,280341
-5,56394
-3,01034
7,961218
-0,06734
-6,7616

3,326008
-4,67636
-9,06631
-8,76014
-10,194

8,378121
9,837986
10,09389
9,89828

9,831563
7,938261
-10,0539
-1,67618
7,980147
-5,75697
-8,06107
2,120219
-5,77648
-4,76193
8,059042
-2,84469
-0,04462
-5,73984
-5,8229

-5,8126

7,903169
7,955697
-2,20134
9,825327
1,423318

-0,16992
-0,5702

-0,69725
-0,65373
-0,18588
0,808525
-0,61849
-0,2733

0,51269

-1,30169
0,084611
0,818975
-0,20476
-0,52348
-0,35572
-0,72115
-2,19688
-2,73506
-2,9073

-2,79647
-2,85315
0,508547
-0,71107
-0,49682
0,545174
-1,92943
-0,59159
0,224437
-1,85478
-0,12059
0,560789
-0,43599
0,298276
-1,81493
-1,84483
-1,90152
0,520697
0,484633
2,833147
-2,81483
4,571232

Cizelge 3.28. SilicoDAIT Veri setiyle olusturulan temel bilesenler matrisi

PC1

PC2

PC3

PC4

PC5

112,3612

-18,7439

33,75393

-11,9262

41,20071



2 106,8811 -21,7411 34,80421 -14,666 46,69677
3 120,4839 -16,2109 55,04672 12,33649 -14,3921
4 135,7301 8,784051 -16,6623 -0,75375 -1,31921
5 120,5049 -14,9678 53,62997 13,55541 -15,5668
6 134,1225 5,747034 -13,789 -3,61493 4,803835
7 120,6257 -15,387 52,13906 10,6577 -12,3901
8 133,5674 9,656633 -17,5598 0,946875 -3,42485
9 135,1619 7,119901 -13,5213 -0,5624 -1,38974
10 135,449 8,624595 -15,615 -0,13386 -2,1501
11 134,7511 10,16664 -17,4317 1,815842 -2,15963
12 135,7106 7,573325 -16,6587 -1,32694 0,18443
13 135,995 9,761609 -18,1267 -0,66439 -1,96517
14 134,7291 7,172235 -14,4946 -1,06369 0,155033
15 -56,1735 -3,05019 4,533587 -21,6726 8,077524
16 4,506054 -48,6223 9,365382 -43,0883 50,08632
17 121,1457 -16,0878 52,7387 11,46887 -15,1149
18 -68,986 16,983 5,595379 -5,68735 -3,46857
19 133,4905 5,983747 -11,7552 -1,5108 0,739176
20 134,7521 7,225365 -14,518 -1,07131 -0,41669
21 131,9605 4,926918 -11,2987 -2,94264 2,381113
22 134,0365 5,393878 -10,5762 -1,88054 0,599927
23 134,8495 9,410043 -16,2185 0,04528 -2,63437
24 121,9328 -13,4987 49,20012 12,8273 -16,3756
25 133,6011 5,584832 -12,9767 -2,94184 4,008125
26 -39,0206 -50,7628 -7,9064 -28,2299 10,7429
27 135,0108 7,877382 -17,0194 -3,09277 2,542926
28 135,9403 6,909247 -15,0693 -2,39576 1,64143
29 134,5009 7,07089 -15,4738 -2,34232 1,24467
30 135,4258 7,028675 -13,5637 -1,0377 -0,94993
31 134,747 10,0852 -17,4919 1,859784 -2,12586
32 120,7159 -15,7558 52,85736 11,47074 -14,0717
33 135,5394 8,348476 -14,1749 -0,67131 -2,44415
34 -44,3388 -39,0049 -7,99945 -17,3757 9,984757
35 -66,3133 5,591537 1,948196 -3,63883 2,293478
36 -64,748 19,44799 10,71742 -28,7016 -2,57451
37 -71,7226 27,90707 10,18932 -17,5387 -6,11745
38 133,3132 9,659196 -14,6925 2,486295 -4,77937
39 -71,8518 28,52111 10,48279 -18,0712 -6,36677
40 -71,7067 28,35709 10,46224 -18,1243 -6,4157
41 -65,6836 -6,18593 -5,02672 15,0511 4,25332
42 -71,8771 28,63017 10,51561 -17,9854 -6,3223
43 -66,2096 -2,89896 -3,70264 13,98412 3,505972
44 -71,5992 27,78532 10,15437 -17,4821 -6,24207
45 -70,4794 13,37657 2,745514 2,954118 1,960699
46 -68,2738 2,433417 -1,95187 14,44914 6,134235
47 -70,189 26,16828 10,18625 -19,8909 -5,67251
Cizelge 3.28. (devam)
PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
48 -62,4966 -6,00477 -2,19114 9,51179 12,97031
49 -67,4253 0,798527 -2,76814 13,8243 0,064148



50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

-57,8351
-67,5649
-65,8537
-67,7802
-65,7914
-66,9831
-68,457

-66,6935
-68,0487
-68,2735
-66,0805
-68,4264
-71,612

132,297

-66,0194
-61,0272
-66,2834
-66,2309
-65,4374
-66,9799
-59,3816
-50,4516
-53,541

-58,5948
-59,5653
-71,7809
-66,6359
-67,5176
-70,5703
-69,3109
-67,9534
-67,8084
-69,3146
-66,3113
-71,8546
-68,7956
-68,7393
-69,4868
-69,0594
-68,517

-71,7707
-71,729

-52,1513
-52,985

-49,5393

-18,6984
1,115288
-4,02154
1,088247
-4,68148
-2,65247
1,812873
-3,07907
1,019657
12,09491
-4,77935
2,386677
27,72381
9,377905
-7,45142
3,044564
-4,49837
-1,57276
-5,48986
-2,5332

-35,2377
-52,2696
-50,1471
-36,3331
-34,3969
27,98438
-2,73404
10,38091
26,12681
6,569313
0,859256
13,08634
6,602581
-2,89149
27,80616
9,878311
12,03796
6,718205
6,268883
5,146573
27,74548
28,15493
-22,2196
-49,7418
-36,788

-5,57048
-1,98903
-3,69419
-2,81471
-4,08702
-3,48349
-3,00499
-3,50416
-2,85923
4,343243
-4,36284
-2,0074
10,072
-17,5677
-5,68471
4,960693
-3,97544
-3,06484
-4,22749
-4,63676
-14,6523
-15,8331
-16,7826
-14,8107
-14,74
10,2583
-4,22812
3,275517
10,32554
-1,59893
-2,56883
3,69927
-1,6141
-4,29937
10,14601
1,807685
3,16121
-1,56303
-1,59169
-1,64532
10,1375
10,3623
-5,56977
-16,2469
-9,10203

4,169653
13,22613
12,45206
14,32959
12,47963
12,54438
15,73944
12,10276
13,36994
-7,1979

15,11495
14,5799

-16,9112
0,861675
17,2237

-18,0798
10,20287
15,24374
12,92824
21,82797
-0,50771
-20,1234
-16,5909
-2,54466
-0,43348
-17,3856
20,13919
-3,57289
-19,9122
20,29055
17,62193
-3,35405
20,37852
15,66721
-17,3293
4,22436

-2,61132
20,44131
20,12469
18,48708
-17,0383
-17,4232
-3,13764
-16,8625
-11,9144

9,681911
6,786663
4,538881
-0,09729
1,655267
1,519945
4,284204
1,60697
1,925177
-1,28225
-0,16603
6,257934
-5,9892
-2,62889
5,654785
3,152773
1,005559
7,370103
3,541644
9,0048
-23,4905
-24,9608
-28,1295
-25,1814
-25,1858
-6,19576
8,65922
0,693246
-5,64676
6,753371
9,990074
-3,08011
6,758602
5,861772
-5,99902
0,669945
-1,01467
6,676472
6,940185
7,149024
-6,13543
-5,99383
3,819538
-27,124
6,921529




PCA Axis 2 ( 3.1 %)

30-

20-

10-

-10-

PCA Axis 2 ( 3.1 %)

-25 0 25 50 75
PCA Axis 1 ( 80 %)

Sekil 3.20. SNP temel koordinat analizi grafigi

0 50 100
PCA Axis 1 ( 70.9 %)

Sekil 3.21. SilicoDArT temel koordinat analizi grafigi



3.6. Filogenetik Analizler

SilicoDArT ve SNP verisetlerinin R programlama dilinde bulunan dartR paketi ile
FASTA formatina cevrilmesinin ardindan gerceklestirilen filogenetik analizler
maksimum olabilirlik ve  UPGMA metotlar1 uygulanarak gerceklestirilmistir. Bu
analizlere iliskin arastirma bulgular1 Sekil 3.22 ve Sekil 3.23’te filogenetik agag
diagrami olarak sunulmustur. Triticum urartu ve Triticum baeoticum tiirlerine ait
poplilasyonlart temsil eden bireylerin evrimsel iliskilerini incelemek amaciyla
maksimum olabilirlik (maximum-likelihood) istatiksel metodu ve UPGMA (unweighted
pair group method with arithmetic mean) kiimeleme metodu kullanilarak olusturulan iki
farkli filogenetik aga¢ dendrogramlarindada Triticum urartu tiirlerine ait aksesyonlar
acik yesil, Triticum baeoticum tiirlerine ait aksesyonlar ise agik kirmizi etiketler ile

vurgulanmstir.

ML istatiksel metodu ile olusturulan filogenetik aga¢ dendrograminda Triticum urartu
ve Triticum baeoticum tiirlerine ait bireyler 3 ana gruba ayrilmigtir. Grup 1 turuncu,
grup 2, kirmizi ve grup 3 ise koyu yesil olarak renklendirilmistir. Grup 1 Triticum
baeoticum tiiriine ait 1 aksesyondan, grup 2 Triticum urartu tiiriine ait 2 ve Triticum
baeoticum tiiriine ait 29 toplamda 31 aksesyondan, grup 3 ise Triticum urartu tiiriine ait
57 wve Triticum baeoticum tiirine ait 5 toplamda 62 aksesyondan olustugu

gozlemlenmistir.

UPGMA kiimeleme algoritmasi ile olusturulan filogenetik aga¢ dendrograminda ise
Triticum urartu tirlerine ait aksesyonlar agik yesil, Triticum baeoticum tiirlerine ait
aksesyonlar ise acik kirmizi etiketler ile vurgulanmigtir. Triticum urartu ve Triticum
baeoticum tiirlerine ait bireyler 2 ana gruba ayrilmistir. Grup 1 koyu kirmizi ve grup 2
ise koyu yesil olarak renklendirilmistir. Grup 1 Triticum baeoticum tiiriine ait 29 ve
Triticum urartu tiirtine ait 2, toplamda 31, grup 2 ise Triticum urartu tiirtine ait 57 ve

Triticum baeoticum tiiriine ait 6, toplamda 63 aksesyondan olustugu gozlemlenmistir.



D Triticum baeoticum

|—‘ Triticum urartu

. Grup 1 TGB D0B644
TGB 602017
. Grup 2

TGB 802016
W cru 3

TGB 837804
TGB 800644
TGB 002453
TGB 8682444
TGB 838489
TGB 802460
TGB 037370
TGB 802454
PI 428217
TGB 837146
TGB 800824
TGB 000173
TGB 8682452
TGB 838381
TGB 000155
PI 427562
TGB 845919
TGB 837815
TGB 000383
TGB 800181
TGB 038278
TGB 838848
TGB 837386
TGB 039703
TGB 845970
TGB 038376
TGB 036885
TGB 638289
TGB 800119
PI 428254
TGB 839787
PI 428256
TGB 837808
PI 428229
PI 428228
PI 428224
PI 428227
PI 428226
PI 428255
PI 428186
PI 428200
PI 428239
PI 428218
PI 428207
PI 428204
PI 428214
PI 428191
PI 428208
PI 428218
PI 428220
PI 428222
PI 428198
PI 428235
PI 428221
PI 428223
PI 428231
PI 428209
PI 428211
PI 428195
PI 428215
PI 428196
PI 428203
PI 428205
PI 428199
PI 428199
PI 428244
PI 428238
PI 428234
PI 428245
PI 428241
PI 428232
PI 428242
PI 428236
TGB 800640
TGB 000795
PI 428213
PI 428219
TGB 0OO670
PI 428193
PI 428246
PI 428216
PI 245726
PI 428233
PI 428247
PI 428248
PI 428230
PI 428197
PI 428197
CItr 17667
PI 428185
PI 428189

Sekil 3.22. SNP verisi ile olusturulan ML filogenetik agaci



[:] Triticum boeoticum

[] Triticum urartu
002017
002016
038489
002460
000644
037804
002453
002444
0837146
000824
037370
038376
036885
038289
000119
037386
039703
045970
000383
000181
0838278
038048
428217
427562
045919
037815
038381
000155
000173
002454
002452
000641
039707
428256
037808
428229
428228
428224
428255
428227
428226
428254
428222
428198
428235
428221
428231
428223
428220
428101
428239
428186
428200
428207
428218
428204
428208
428210
428214
428205
428199
428245
428238
428234
428244
428243
428209
428211
428195
428215
428196
428203
428241
428232
428242
428236
000795
428213
428219
000640
0800670
428185
428193
428189
428184
17667
428246
428230
428240
428247
245726
428233
428197
428216

W crup 1
B Grup 2

Sekil 3.23. SNP verisi ile olusturulan UPGMA filogenetik agaci



4. TARTISMA VE YORUM

41. T. urartu ve T. baeoticum Aksesyonlarinin Tiirkiye Cografi Bolgelerine

Dagilim

@® T boeoticum
@ T urartu

Sekil 3.24. Tez ¢alismasinda kullanilan aksesyonlarinin Tiirkiye’deki cografi dagilimi

Bu tez ¢aligmasinda, toplam T. urartu tiiriinden 59 aksesyon USDA’dan, T. baeoticum
tiiriinden ise 35 aksesyon ise TTGB’den elde edilmistir. USDA ve TTGB’nin verdigi
bilgilere gore T. baeoticum tiiriine ait aksesyonlar 12 aksesyon Sanlurfa’dan, 8 aksesyon
Adiyaman’dan, 7 aksesyon Gaziantep’ten, 1’er aksesyon olacak sekilde Aksaray,
Diyarbakir ve Ankara’dan toplanmugtir. T. urartu tiiriine ait aksesyonlar ise 38 aksesyon

Sanlurfa, 19 aksesyon Mardin, 1’er aksesyon Mus ve Gaziantep’ten toplanmustir.

4.2. Genetik Iliskilerin Ortaya Cikarilmasi icin DArTseq Yonteminin Sec¢ilmesi

Yeni nesil dizileme (YND) metotlarinin ve bu metotlar ile gelistirilen dizileme
yaklasimlart son yillarda oldukga ¢esitli hale gelmis durumdadir. Tiim genom dizileme,
hedeflenmis bolge dizilemesi, amplicon dizileme gibi YND metotlar1 organizmalara ait
genetik bilgiyl ortaya g¢ikarmak icin sik¢a kullanilmaktadir. Ancak YND metotlar
kullanilarak ortaya ¢ikarilmak istenilen genetik bilginin organizmalarin sahip oldugu
genom boyutu ve ploidi seviyeleri arttik¢a maliyet ve sonuglandirma siireci artmaktadir.
DArTSeq dizileme ile genotipleme metodu giiniimiizde genomik ve transkriptomik

caligmalar i¢in kullanilan tiim genom dizileme, hedeflenmis bolge dizileme, tekli ve



ciftli restriksiyon bolgeleri ile iligkilendirilmis DNA belirte¢ dizilemesi metotlarina
(WGS, TRS, RADseq, ddRADseq) gore daha az maliyetli, daha hizli, belirli 6zellikler
icin spesifik belirteg bolgelerine odaklanabilinmesi ve referans genoma ihtiyag
duymamasi 6zelliklerine sahip olmasindan otiirii Triticum urartu ve Triticum baeoticum
poplilasyonlarini temsil eden bireyler arasindaki genetik iliskiyi ortaya c¢ikarmak igin

secilmistir.

4.3. Temel Istatistikler

SNP veri setinden elde edilen temel istatistik verilerine gére SNP veri setinde
gozlemlenen homozigotluk orani (Ho) 0,0282 iken, gozlemlenen homozigotluk orani
0,2035 olmas1 T. urartu ve T. baeoticum popiilasyonlar1 arasindaki genetik gesitliligin
fazla oldugu anlamina gelmektedir. Dst (popiilasyonlar arasindaki genetik fark) ve Dpst
(diizeltilmis popiilasyonlar arasindaki genetik fark) verilerinin sirasiyla 0,2104 ve
0,4208 olmas1 bu ¢ikarimi desteklemektedir. Fis (endogami katsayisi) degerinin 0,8615
olmasi ayni popiilasyon icerisinde {ireme egiliminin yiiksek oldugu anlamina
gelmektedir. Temel istatistik verilerinden elde edilen bu verilerden T. urartu ve T.
baeoticum aksesyonlarinin farkli iki tiire ait popiilasyonlara ait oldugu sonucuna

ulasilmaktadir.

4.4. Popiilasyon Yapis1 Analizleri

SNP belirtegleri kullanilarak gerceklestirilen ADMIXTURE analizi sonucunda
belirlenen K degerlerine gore gorsellestirilen Q matrisleri, K=2 degeri icin 94
aksesyonu 2 popiilasyona, K=5 degeri i¢in ise 5 farkli popiilasyona ayirmistir. K=2
degeri en yiiksek maksimum benzerlik oraninin logaritmasina, K=5 degeri ise en diisiik
capraz dogrulama hatasina sahip olmasindan o6tiirli se¢ilmistir. Gergeklestirilen her iki
analiz sonucunda K=2 degerine sahip popiilasyon yapis1 grafigi T. urartu ve T.
baeoticum aksesyonlarin1 2 farkli popiilasyona ayirirken, K=5 degerine sahp
popiilasyon yapisi grafigi bu iki farkli popiilasyondan farkli olarak alt popiilasyonlara

ayrilabilecegi hususunda ¢ikarimlarda bulundurmustur.

45. Temel Koordinat Analizleri

SNP ve SilicoDArT belirtecleri kullanilarak elde edilen PC1 ve PC2 matrisleri
kullanilarak gergeklestirilen her iki PCoA analizi sonucunda Triticum urartu ve

Triticum baeoticum aksesyonlar1 ayr iki kiime olarak kiimelenmistir. PI 428217 ve PI



427562 aksesyon numarali T. urartu aksesyonlar1 T. baeoticum tiiriine ait aksesyonlarla
kiimelenirken TGB 039707, TGB 037808, TGB 000640, TGB 000795 ve TGB 000670
aksesyon numarali T. baeoticum aksesyonlar1 T. urartu tiiriine ait aksesyonlar ile

kiimelenmistir.

4.6. UPGMA ve Filogenetik Analizler

Maksimum Likelihood istatiksel metodu ile olusturulan filogenetik agacta 94 aksesyon
3 farkli gruba, UPGMA kiimeleme algoritmasi ile olusturulan filogenetik agacta ise 2
gruba ayrilmistir. ML metoduna gore olusturulan agacta PI 42817 ve PI 427562
aksesyonu T. baeoticum tiirleri ile birlikte gruplanirken, TGB 039707, TGB 037808,
TGB 000640, TGB 000795, TGB 000670 aksesyonlar: T. urartu tiirleri ile ayn1 grup

igerisinde gruplanmaistir.

UPGMA kiimeleme algoritmasi ile olusturulan filogenetik agacta ise 94 aksesyon 2
gruba ayrilmistir. ML istatiksel metodu ile olusturulan filogenetik agaca benzer sekilde
PI 42817 ve PI 427562 aksesyonlar1 T. baeoticum tiirleri ile birlikte gruplanirken, TGB
000641, TGB 039707, TGB 037808, TGB 000640, TGB 000795 ve TGB 000670

aksesyonlar1 T. urartu tiirleriyle birlikte gruplanmstir.

4.7. Yorum

T. urartu ve T. baeoticum tiirleri morfolojik 6zellikleri agisindan birbirine benzer tiirler
olmasindan otiirii morfolojik olarak ayirt edilmesi zordur. Daha 6nceden, Hemmer ve
arkadaglar1 tarafindan gerceklestirdikleri ¢alismada IPK (Institude of Plant Genetics
and Crop Plant Research)’den elde ettikleri 23 T. urartu, 26 T. monococcum, 24 T.
baeoticum tiirlerine ait aksesyonlar arasindaki molekiiler farkliliklar1 ayirt edebilmek
icin mikrosatelit belirteclerini kullanmislardir. Bu c¢alisma sonucunda olusturulan
UPGMA dendrogramina gore calisilan aksesyonlarin taksonomik siniflandirilmasinin,
aksesyonlarin cografi kokenleri ile uyum igerisinde oldugu goriilmiistir. T.
monococcum grubunun T. baeoticum grubuna daha yakindan iligkili oldugu
goriilmistiir. T. baeoticum ve T. urartu gruplarinin birbirinden farkl iki gruba ayrildigi,
T. baeoticum tiirlerine ait aksesyonlarin iki alt tlire ayrilmis olabilecegi desteklenmistir
(Hemmer vd., 2000) Abbasov ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen ¢alismada
diploid Triticum tiirleri olan T. baeoticum, T. monococcum ve T. urartu tiirlerine ait 139
aksesyonun genetik cesitliligini 11 SSR belirteci kullanarak incelemislerdir.

Arastirmada toplam 111 allel, lokus basima ortalama 10 allel olacak sekilde tespit



edilmistir. Her SSR belirtecinin polimorfizm bilgi icerigi (PIC) 0.30 ile 0.90 arasinda
degismekte olup, ortalama degeri 0.62 olarak belirlenmistir. Gergeklestirilen kiimeleme
analizi sonucunda 139 bugday aksesyonu tiir seviyesinde ayirt edilebilmistir. En yiiksek
genetik benzerlik (GS) T. baeoticum ile T. monococcum aksesyonlari arasinda (GS =
0.84), en diisiik benzerlik T. urartu ve T. monococcum aksesyonlar: arasinda
belirlenmistir. Gergeklestirilen PCoA analizinin gruplama deseni kiimeleme analizleri
ile uyumlu bulunmustur. Calisma sonucunda bu ii¢ tiirlin birbirinden farkl tiirler oldugu
sonucuna varilmistir (Abbasov vd., 2018). Taheri ve arkadaslari, tarafindan
gerceklestirilen calismada ise Iran’da bulunan T. urartu ve T. baeoticum popiilasyonlari
arasindaki genetik c¢esitliligi ve iligkileri belirlemek amaciyla IRAP ve REMAP
belirteglerini kullanmislardir. Bu ¢alismada T. urartu ve T. baeoticum tiirlerine ait 120
aksesyon kullanilmistir. REMAP belirtecleri ile olusturulan dendrogram T. urartu ve T.
baeoticum aksesyonlarini farkli iki gruba ayirmistir. IRAP ve REMAP belirtegleri ile
gerceklestirilen AMOVA testi sonucunda bu iki tiire ait popiilasyonlar arasindaki
genetik varyansin yiiksek seviyede oldugu belirtilmistir (Taheri vd., 2018). Gegmiste
yapilan ¢aligmalar T. urartu ve T. baeoticum tiirlerinin birbirlerinden farkli iki tiir
oldugunu gostermistir. Ancak yapilan bu c¢alismalar, giinlimiiz teknolojisi ile
gerceklestirilen calismalar ile kiyaslandigt zaman veri glivenirligi, zenginligi
tekrarlanabilirligi agisindan yeni nesil teknolojiler kullanilarak tekrarlanma ihtiyaci
olusturmustur. Bu yiizden daha onceden gergeklestirilen ¢alismalara ek olarak
giiniimiizde molekiiler tekniklerle elde edilen yiiksek ¢oziiniirliiklii genom verileri ile
gerceklestirilen analizler sonucunda tiir teshislerinin dogrulanmasi ihtiyaci oldugu
goriilmektedir. Nitekim elde edilen sonuglar dogrultusunda USDA’dan elde edilen PI
42817 ve P1 427562 aksesyonlar1 ile TTGB’den elde edilen TGB 039707, TGB 037808,
TGB 000640, TGB 000795 ve TGB 000670 aksesyonlarinin teshislerinin yeniden
degerlendirilmesi gerektigi diisiniilmektedir. Bu ¢alisma sonucunda T. baeoticum ve T.
urartu tiirlerine ait aksesyonlar beraber kiimelenerek farkli iki tiir oldugu ortaya
molekiiler teknikler kullanilarak ortaya konmustur. Bunun yan sira yiiksek genom
verisi kullanilarak elde edilen DArTseq metodunun tiir ve populasyon ayriminda
kullanilabilecek hizli, maliyeti diisiik ve dogrulugu yiiksek olan bir metot oldugu ortaya

konmustur.
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