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Drosophila melanogaster’ DE lim homeobox 1 GENININ FENOTIPIiK
IFADESINI ETKILEYEN GENOMIiK VARYANTLARIN SAPTANMASI

Memet GOZUBOYUK

YUKSEK LISANS, BiYOLOJI BOLUMU
Tez Danmismani: Prof. Dr. Ergi Deniz OZSOY
Ocak 2019, 105 sayfa

Bu tez ¢alismasinda bacak gelisiminde 6nemli rolii oldugu bilinen liml homeobox geninin
ifadesini etkileyen genlerin saptanmasi hedeflenmektedir. Bacak gelisiminde etkisi oldugu
bilinen homeobox genlerinden liml geni, yalnizca tarsal segment olusumu agisindan ele
alinmigtir. Bu tez kapsaminda lim1 geni bacak gelisimi siirecinde femur uzunluguna olan etkisi
acisindan ilk defa ¢alisilmistir. 122 DGRP soyu, lim1 genine ait homozigot mutant alele sahip
mutant soy ve bu soyun yaratildigi kontrol soyu deneyler siiresince kullanilmistir. Kontrol
soyuna ve mutant soyuna ait femur uzunluklari, incelendiginde femur uzunluklar1 arasindaki
farkin hem genotipe hem de eseye bagli oldugu goriilmiistiir. Gergeklestirilen caprazlar
sonucunda elde edilen F1 doliine ait bireylerden yalnizca disi bireyler analiz edilmistir.
Caprazlardan elde edilen F1 bireylerine ait femur uzunluklar1 varyans analizi ile incelendiginde,
ortaya c¢ikan farkliliklarin Soy, Genotip ve Genotip x Soy etkilesim terimleriyle iligkili oldugu
ve iligkilenmenin istatistiksel olarak yiiksek anlamlilikta oldugu goriilmistiir (p<0,001). Genom
boyu iliskilendirme c¢aligmasinda (GWAS) DGRP x Kontrol Soyu femur uzunlugu
ortalamalarindan, DGRP x Mutant Soyu'na ait femur uzunlugu ortalama farklari alinarak elde
edilen sonuclar GWAS girdisi olarak kullanilmistir. GWAS her {i¢ bacak i¢in de bu sekilde
gerceklestirilmigtir.  Gergeklestirilen ic GWAS sonucunda toplamda 54 varyant tespit



edilmistir. Bu varyantlardan 21 tanesi Drosophila genleri olarak belirlenmis ve bu genlerle
ortoloji gosteren 53 insan geni ile iliski kurulmustur. Elde edilen bu genlerin, hiicre
hareketliligi, hiicre farklilasmasi ve metabolik yolaklarla ilgili 6nemli genler oldugu
goriilmiistiir. Ik defa bu tez kapsaminda bacak gelisiminde etkisi oldugu diisiiniilen 20 adet
Drosophila geni aday gen olarak literatlire kazandirilmistir. Tespit edilen aday genler arasinda
bulunan gce geni, Onceki c¢alismalarda sadece juvenil hormon aktivasyonu ile
iligkilendirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda gergeklestirilen iic GWAS sonucunda da bacak
gelisimi ile iligkisi ortaya konmustur. CG44153, Cpl, Docl ve Egfr genleri gorev aldiklart
gelisim asamalari ile iligkili olarak incelendigi zaman bu genlere ait insan ortologlarinin farkl
kanser tiirleri ile iliskili oldugu saptanmustir. Sonug olarak sunulan bu tez ile, gelisim biyolojisi

literatiiriine 6nemli katkilar saglanacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Homeobox, liml, Bacak gelisimi, Drosophila melanogaster, Gelisim
Genetigi, Genom Boyu iliskilendirme (GWA)



ABSTRACT

DETERMINATION OF GENOMIC VARIANTS AFFECTING THE
PHENOTYPIC EXPRESSION OF THE GENE lim homeobox 1 IN
Drosophila melanogaster

Memet GOZUBOYUK

Master of Science, Departmant of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ergi Deniz OZSOY
January 2019, 105 pages

In this thesis, it is aimed to determine the genes that affect the expression of lim1 homeobox
gene which is known to have an important role in leg development. The liml gene from
homeobox genes, which is known to have an effect on the leg development, has been studied
only in terms of the formation of tarsal segments. lim1 gene was studied for the first time in
terms of the effect on femur length during the leg development process. One hundred and
twenty two DGRP strains, the mutant strain having the homozygous mutant allele of the lim1
gene and the control strain from which this strain was created were used during the experiments.
The femoral lengths of the control strain and the mutant strain were examined, and the
difference between the femur lengths was found to be dependent on both genotype and sex.
Only female individuals from the F1 progeny obtained as a result of the crosses were analyzed.
When the femur lengths of the F1 individuals obtained from the crosses were analyzed by the
analysis of variance, it was seen that the resulting differences were related to Strain, Genotype
and Genotype x Strain interaction terms and the correlation was statistically significant (p

<0.001). In the genome wide association study, DGRP x Control mean femoral length averages,



DGRP x Mutant femur length mean differences were obtained and the results were used as
GWAS input. GWAS was performed in all three legs in this way. A total of 54 variants were
identified in the three GWAS results. Twenty-two of these variants were identified as
Drosophila genes and were associated with 53 human genes showing orthology with these
genes. These genes have been found to be important genes for cell mobility, cell differentiation
and metabolic pathways. For the first time in this thesis, 20 Drosophila genes, which are thought
to have an effect on leg development, were introduced into the literature as a candidate gene.
The gce gene found among the identified candidate genes has been associated with juvenile
hormone activation only in previous studies. As a result of the three GWAS performed in the
scope of this study, the related with the leg development was revealed. When CG44153, Cpl,
Docl and Egfr genes were examined in relation to their developmental stages, human orthologs
of these genes were found to be related to different types of cancer. As a result, it is thought
that this thesis will make significant contributions to the literature of developmental biology.

Key Words: Homeobox, liml, Leg development, Drosophila melanogaster, Development
Genetic, Genom Wide Association (GWA)
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1.GIRIS

Model organizma olarak uzun yillardir biyoloji biliminde kullanilan ve meyve
sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster holometabol bir organizmadir.
Yumurtadan ergine olan gelisim siirecinde {i¢ larva agamasi ve bir pupa asamasi
olmak tizere dort farkli asamadan geger [1, 2]. Drosophila melanogaster, embriyo
asamasinda viicut yapisi agisindan sekillenmeye ve farklilasmaya baslar. Bu siirecte
homeobox genleri olarak adlandirilan gen ailesine ait genler bu sekillenmede gérev
alir [3-5]. Tez siireci boyunca yapilan biitiin ¢alismalarin odak noktasi olan lim1
geni homeobox gen ailesine ait bir gendir. lim homeobox 1 olarak da adlandirilan
bu gen, Drosophila melanogaster gelisimi siiresince birgok farkli organ ve yapinin
gelisim asamasinda rol oynar. Tez kapsaminda ¢alisilan islevi ise bacak gelisimi
stirecinde tstlendigi gorevdir [6-8]. lim1l bacak gelisiminde, 6zellikle anteriyor ve
posteriyor yonelimlerde rol oynayan baglica genler arasindadir. Bununla beraber
bacagin birgok farkli bolgesinde de ifade edildigi bugiine kadar yapilan ¢alismalarla
bilinmektedir [9, 10].

Giintimiize kadar yapilan caligmalar 1siginda liml geninin islevleri, molekiiler
yapis1 ve Drosophila melanogaster gelisimine olan katkisi ciddi bir sekilde agikliga
kavusturulmustur. lim1 geninin Drosophila melanogaster bacak gelisiminde etkili
olduguna dair en ufak bir siiphe bulunmamaktadir. Ancak bacak gelisimi, iligkili
oldugu gelisimsel yolaklarin ifade ettigi gibi ¢oklu genli bir genetige sahiptir. Bacak
gelisiminin kompleks (coklu genli) genetik altyapisina dair elimizde bulunan
bilgiler ise, az sayida gene ait susturulmus gen ¢alismalarina (P elementi, piggyBac
transpozonu ve UAS-GAL4 yontemleriyle miidahale edilmis soylar {izerine
yapilmis calismalara) dayanmaktadir. Sunulan tez ¢alismasinin temel hedefi, bacak
gelisimine etkileserek katkida bulunan genleri, lim1 ile etkilesimleri ger¢evesinde

saptamak olmustur.

Sunulan tez kapsaminda odak fenotip olarak, liml geninin etki ettigi 6zelliklerden
biri olan femur uzunlugu secilmistir. Femur uzunlugunun incelenecek fenotipik

karakter olarak se¢ilmesinin nedeni lim1l genine ait nakavt mutanti iceren soya ait



bireylerde femur yapisini ¢ok ciddi bir sekilde deforme etmesi [10], Drosophila
melanogaster bacaginin rahat bir sekilde preparat haline getirilebilmesi ve bu
preparatlarin laboratuvarimizda bulunan imkanlar dahilinde analiz edilebilecek

sekilde fotograflanabilmesidir.

Tez kapsaminda deneyler, Trudy Mackay ve ekibi tarafindan olusturulan
“Drosophila Genetik Referans Paneli” (DGRP) [11, 12] soylar1 ile lim1 genine ait
piggyBac  [13]  transpozunuyla  miidahale  edilmis  mutant  soy
(PBac(WH)Lim1[f04087]) ve bu soyun meydana getirildigi kontrol soyu
kullanilarak gergeklestirilmistir [14]. DGRP soylar1 ile mutant soy ve kontrol soyu
bireyleri ¢aprazlanarak elde edilen F1 dollerinden disi bireylere ait femur
uzunluklar1 farklar1 fenotipik skor olarak kullanilip Genom Boyu Iliskilendirme
Analizi (Genom Wide Asosiation Study -GWAS-) ile degerlendirilerek lim1 geni
ile etkilesen genlerin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmis ve bu hedef gerc¢eklestirilmistir.
Tasarlanan GWAS modeli, mutant soy c¢aprazlarindan ve kontrol soyu
caprazlarindan elde edilen ve her bir soy hattinda (yani her bir genomda) farkli olan
disi bireylere ait femur uzunluklarinin ortalamala farklarini istatistiksel olarak
degerlendiren bir modeldir. Tasarlanan bu model, ¢alisilan 6zellikle ilgili bir geni
farkli genetik altyapiya sahip soy hatlariyla caprazlayarak o soyun sahip oldugu
genetik altyapiyr degistirme prensibine dayanmasiyla genotip-genotip etkilesimini

inceleyen epistatik bir model olarak degerlendirilmektedir.

Tez kapsaminda 122 DGRP soy hatti mutant ve kontrol soylarla ¢aprazlanmis ve
bu soylara ait verilerle GWAS gerceklestirilmisti. GWAS sonucunda gelisim
mekanizmalari, hiicresel diizenlenme asamalar1 gibi gelisim agisindan 6nemli
genlerle olan etkilesim ortaya konmustur. Tez kapsaminda tespit edilen aday genler
tizerinde yapilacak dogrulama c¢alismalarinin, bacak gelisiminin daha net

anlasilabilmesine olanak saglayacak bilgiler verecegi diisiiniilmektedir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Gelisim Biyolojisi Kapsaminda Homeobox Genleri

Transkripsiyon faktorleri icerisinde DNA-Baglayici olarak gorev alan ve tiirler
arasinda yiiksek oranda korunmus genlerden olusan homeobox genleri, yiiksek
organizasyonlu canlilarda viicut sekillenmesini, organlarin olusmasint ve viicut
plan1 icerisinde olmalar1 gereken yerde bulunmalarini saglayan diizenleyici
genlerdir [15]. Viicutta bu diizenlenmeyi saglayan bir mekanizmanin oldugu fikrini
ortaya atan ilk kisi W. Bateson’dir [16]. Daha sonra ilerleyen yillarda Thomas Hunt
Morgan’in laboratuvarinda yapilan g¢alismalarda Drosophila melanogaster’de
viicut yapisinda gerceklesen ve o giline kadar tespit edilmemis farkli bir durum
gozlenmistir. Bu farkli durum T1 - T2 ve T3 olmak {izere li¢ segmentten olusan
Drosophila melanogaster toraksmin iigiincii segmentinin ikinci segment olarak
olusmasidir [17]. Normalde bas - toraks (T1 - T2 - T3) - abdomen olarak siralanmasi
gereken viicut plani bas - toraks (T1 - T2 - T2) - abdomen olarak degismistir. Bu
mutasyonun olusmasina sebep olan genlere, “bithorax” kompleksi adi1 verilmistir.
1980°li yillara gelindiginde Walter Jacob Gehring (Basel Universitesi) ve ondan
bagimsiz olarak Matthew Scott ile Amy Weiner (Indiana Universitesi) tarafindan

homeobox gen kiimeleri tanimlanmaya baglanmistir [15, 17, 18].

Homeobox genleri homeodomain araciligiyla diziye 6zgii bir sekilde DNA’ya
baglanan transkripsiyon faktorlerini kodlar. “Homeobox” diye tanimlanan bdlge
yaklagik 180 baz ¢ifti uzunlugunda bir bolgeyi igerir. Homeodomain ise yaklagik
60 baz cifti uzunlugunda ve ¢ok iyi korunmus bir bolgedir. Hayvanlarda gelisim
stirecinde yer alan ve bir homeobox geninin dahil olmadig: bir gen etkilesim ag1
bulmak neredeyse imkénsizdir. Bu genler evrimsel siirecte bir¢ok taksonda
korunmuslardir; hayvanlarda, bitkilerde, mantar ve protistlerde bulunurlar [19-22].
Hayvanlarda bulunan homeobox genleri genellikle 11 farkli gen ailesi iginde
tanimlanmaktadir. Bunlar ANTP, PRD, LIM, POU, HNF, SINE, TALE, CUT,
PROS, ZF ve CERS’dir [23]. Tez kapsaminda ¢alisilan gen, LIM gen ailesine
dahildir.



Homeobox genleri ifade edildikleri bolgeye gelisim asamasina ve ifade oranina
bagli olarak islev gosterirler. Drosophila melanogaster’de forkhead geni embriyo
asamasinda ifade edildiginde bas olusumunu diizenlerken, ergin donemde hiicresel
bagisiklikta gorev alir [1, 14]. Antennapedia (Antp) geni, bas gelisimi ve basta
bulunan uzuvlarin sekillenmesinde gorev almaktadir. Bu gende meydana gelecek
bir mutasyon sonucunda, anten yapisi yerine ikinci bacagin olustugunu gormek
miimkiin olabilmektedir. Anten yapisinin ikinci bacaga donlismesinin sebebi, anten
ve bacagin homolog organlar olmalari, yani atasal olarak ayni uzuvdan koken
almalaridir [15, 24]. Antp geni ikinci toraks segmentinin yarisindan itibaren yeterli
miktarda ifade olursa {icilincii toraks segmenti olugmakta, {ticlincii toraks
segmentinin yarisindan itibaren ifade olmaya devam ederse abdominal segmentler
olusmaya baslamaktadir. Ifadenin yanlis olmasi veya yetersiz kalmasi durumunda

bu segmentlerin giidiik bir form aldigi veya hig¢ olusmadiklar1 gozlenmistir [15].

Segmentler halinde gelisen Drosophila embriyosunda homeobox genleri
segmentlere spesifik olarak ifade olmaktadir. Her bir gen ifade oldugu segmentte
farkli bir gorev iistlenebilmektedir. Embriyonun segmentleri gézle goriiniir kesin
siirlarla ayrilmaz. Homeobox genlerinin viicut planinda meydana getirdigi bu

diizenlemeler genel anlamda anteridr - posteridr ve proksimal - distal diizenlemeler

olarak adlandirilmaktadir [17].
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Sekil 2.1. Homeobox genlerinin evrimsel agidan karsilastirilmasi [25]

Glinlimiize kadar yapilan c¢alismalarda homeobox genlerinin, gelisimin her
asamasinda rol aldiklari, bitkilerde ve biitiin metazoa aleminde korunmus bir
sekilde temsil edildikleri bilinmektedir. Hatta homeobox genlerinin kdkenlerinin
prokaryot canlilarin hiicre iceriginde bulunan benzer yapidaki proteinlerden koken
aldiklar1 tartisilmaktadir. Drosophila melanogaster ile gerceklestirilen ¢aligmalar
ise daha ¢ok goz, kanat, bacak ve anten organlarinin olusumlar1 ve sekillenmeleri
iizerine yogunlagmistir. Genom boyu c¢alismalar yaygin bir sekilde
gerceklestirildiginden beri ilgili konuda edinilen bilgiler daha da artmaktadir [21,
23, 25-27].

2.2. Drosophila melanogaster’de Bacak Gelisimi

Drosophila melanogaster Diptera takimi, Drosophilidae familyasina bagh
holometabol bir canlidir. Yumurtadan ergin bireyi olusturana kadar ii¢ larva ve bir
pupa asamasindan gecer. Pupa asamasinda baskalasim gegirerek pupadan ergin
birey halini alarak ¢ikar. Drosophila melanogaster biitiin bu gelisimi déllenmis

yumurta olarak birakildiktan sonra, yaklasik 9 - 11 giin arasinda tamamlar. Gelisim
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stireci, genetik altyapiya ve ¢evre kosullarina olduk¢a baghidir [1, 2]. Homeobox
genleri, yumurta déllenir déllenmez islev gormeye baslar ve yumurtada anterior -
posterior degisimler gozlenir. Uciincii larva sathasindaki larvada, 9 adet ¢ift ve bir
adet genital disk olmak {izere toplam 19 imajinal disk bulunur. Bunlarin bir gifti
clypeolabral, bir ¢ifti gz ve anten, bir ¢ifti labial, bir ¢ifti humeral, {i¢ ¢ifti bacaklar,
bir ¢ifti kanatlar, bir ¢ifti halter organi ve tek olan disk genital bolgeyi meydana
getirmek iizere Ozellesmistir. Fakat baskalasim asamasina ge¢gmeden imajinal
disklerde organ olusumuna yonelik herhangi bir gen ifadesi goriilmez. Anteriorden
posteriore dogru siralandiginda besinci, altinci ve yedinci imajinal disklerin
sirastyla birinci, ikinci ve tiglincii bacagi olusturmak icin 6zellestigi goriilmektedir
[28-31]. Drosophila melanogaster’de bacak yapist dort anatomik boliime
ayrilmaktadir. Bunlar koksa, femur, tibia ve tarsal segmentdir [32]. Her bacak cifti
farkl1 bir imajinal diskten koken almaktadir. Bu imajinal disklerin birbirlerine gére
farkliliklar1 ve benzerlikleri bulunmaktadir. Bu benzerlikler ve farkliliklar,
disklerde ifade olan genlerle ve disklerin anterior - posterior ve proksimal - distal
olarak bulunduklari konumlarla iligkilidir [29]. Her bir imajinal disk, iginde
bulundugu segmentin hiicrelerinden gelen sinyalleri tanir ve kendine 6zgii ifade

etmesi gereken genler, komsu hiicrelerden gelen bu sinyallere gore ifade eder.
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Sekil 2.2. Imajinal diskler ve gelisim asamalar1 arasindaki iliski [32]

Imajinal diskin gelisimin bir asamasinda bir sebepten dolay1 olmas1 gereken yerde

olmamasi ve yanlis hiicre gruplariyla komsu olmasi nedeniyle yanlis sinyaller



almas1 ya da dogru konumda bulunmasina ragmen genlerini dogru sekilde ifade
edebilmesi i¢in gerekli olan sinyalin komsu hiicrelerden kaynaklanan bir sorun
nedeniyle yanlis veya olmasi gerekenden yiiksek/dlisiik diizeyde gelmesi,

larva/ergin asamasinda ciddi homeotik problemlere yol agacaktir [29, 30, 33].

koksa

trokanter

tarsus 5 2

Sekil 2.3. Normal gelisim sergileyen Drosophila bacagi [32]

Her ii¢ bacak i¢in yapilan genetik ¢alismalar gostermistir ki, li¢ bacak da ayni
genlerin ifade oranlarina bagli olarak eksensel yonelim gostermektedir. Bu eksensel
yonelimler, anterior-posterior eksen igin engrailed (en) / invected (inv), dorsal -
ventral ve proksimal - distal eksenler i¢in ise wingless (wg) ve decapentaplegic
(dpp) genlerinin ifade oranlarina baglidirlar [29, 34, 35]. Bacak gelisimine bir¢ok
farkli gen ve gen ailesi katkida bulunurken tez kapsaminda, bir homeobox geni
(liml) ile galisilmistir ve homeobox genlerinin bu siirece olan katkis tartigilmigtir.
Fakat homeobox genleriyle birlikte morphogen olarak bilinen ve uzuv
baskalagimiyla birlikte bir¢ok biyolojik siiregte yer alan genler de bacak gelisimine
katk1 saglamaktadir [36].

Drosophila melanogaster’de bacak gelisim siireci temel olarak ii¢ bacak igin de
aynidir ve bu slire¢ hiicreler arasi etkilesime, hiicrelerin sekil degisimine ve bu

degisimin sonucunda ortaya ¢ikan hiicresel boyut artisindan kaynaklanan yapisal



hidrostatik basinca baglidir. Bacaklar {i¢iincii larva asamasimin sonlarina dogru
hiicresel diizeyde sekillenmeye baslarlar. Bu sekillenmenin baglayabilmesi i¢in
larva, yiiksek miktarda 20 - hidroksiekdizon’a (pupa asamasina ge¢meyi uyaran
hormon) maruz kalmali ve pupasyon igin tetiklenmis olmalidir. Bu tetiklenme ile
bacaklar1 olusturacak olan hiicreler, evajine olarak ilkin ¢ikintilar1 belli etmeye
baslarlar. Tam anlamiyla pupasyondan 6 saat 6nce ve pupasyon basladiktan 6 saat
sonraki slirecte (yani 12 saatlik bu aralikta) bacaklar1 olusturacak hiicreler, her bir
imajinal diskin “yass1” boliimiinden uzayarak boru seklinde uzuvlar meydana
getirirler [36-38]. Uzama siireci hiicre - hiicre adhezyon etkilesimlerinde
degisimler meydana gelmesine ve hiicre iskeleti yapisinda gergeklesecek
sinyalizasyona baglidir. Bu sinyalizasyon sonucu miyozin bazli aktinden olusan
kortikal hiicre iskeleti yapilart meydana gelir. Pupasyon bagladiktan toplam 12 saat

sonra bacak ve kanat yapilari ciddi anlamda belirginlesmeye baslamistir [37].

Bu asamadan sonra pupa asamasi boyunca, bacaklarda meydana gelecek degisikler
her bir imajinal diskin kendine 6zgii ifade ettigi genlere bagli olarak killarin dizilimi

ve bacaklara 6zgii sensor organlarin (kil yapida) olusumu olacaktir [29, 36, 38].

2.3. lim homeobox 1 Geninin Drosophila melanogaster Gelisim Asamalarinda
Ustlendigi Roller ve Bacak Gelisimine Olan Katkisi

2.3.1. lim homeobox 1 Geninin Bacak Gelisimine Olan Katkisi

Homeodomain proteinler, gelisim siirecinde rol alan temel elemanlardir. Bu protein
ailesini karakterize eden ortak 6zellik, esas olarak DNA etkilesimlerinde yer alan
bir homeodomainin varligidir [22]. lim1 geni LIM - HOM transkripsiyon faktorii
ailesine dahildir [9]. Tarsal segmentin u¢ kisimlarda aristaless (al) geninin
ifadesine bagl olarak liml aktivitesi goriilmektedir. Bu kisimda liml, pencge
yapisinin olusumu ve On - tarsal yapilarin sekillenmesinde gorev almaktadir. liml
ile al birlikte ifade olarak bacak gelisiminde tarsal segmentlerin 6zellesmesinde
(ozellikle t4 - t5’te) Bar geninin 6n - tarsal bolgede ifade olmasini engeller ve ancak
bu sayede On - tarsuslar sekillenebilir [9]. Nakavt mutantlardan elde edilen verilere

dayanarak liml ile al’nin, al ile Bar’in, al ile chip’in, apterous (ap) ile chip’in



antagonistik bir etkilesim halinde olduklar1 belirlenmistir. Bu genlerin tamamu,
bacak gelisiminde aktif rol oynamaktadir. liml’in ektopik ifadesi, al’nin yanlis
ifadesine neden olmaktadir; al'nin yanlis ifade edilmesi ise Bar’in ifadesinde

hatalara sebep olacaktir.

Bu zincirleme yanliglar sonucunda, bacak gelisiminde ciddi problemler
gozlenmektedir. lim1l ve al'nin uyumlu fonksiyonu, sinir hiicrelerinde Fasiklin 2
ekspresyonunu korumak ve On -tarsus / tarsal segment siir1 olusturmak igin
gereklidir. liml ayrica femur, tibia, koksa ve anten yapilarmin gelisimi igin
gereklidir. liml mutant soylara ait Drosophila melanogaster bireyleri
incelendiginde, koksa yapisi olduk¢a indirgenmis ve femurun balon seklini almis
oldugu gozlenmistir (Sekil 2.4.) [6, 9, 10]. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda,
lim1’in femur yapisi tizerindeki etkisi yalnizca ek bir gozlem olarak ele alinmstir.
Fakat femur yapisinda meydana gelecek herhangi bir malformasyon, canlinin biitiin
lokomotor becerilerinde aksamaya sebep olabilir. Lokomotor aktivite canlinin

biitiin yasamsal faaliyetlerine etki eden dnemli bir faktordiir.

Sekil 2.4. lim1 nakavt mutant bireyde femurun balon seklini almasi [6]



2.3.2. lim homeobox 1 Geninin Drosophila melanogaster Gelisimine Katkisi ve

Diger Canhlardaki Fonksiyonlari

Drosophila embriyosunda lim1 bas primordiasinda, beyin loblarinda ve ventral sinir
kordonu i¢indeki motorndronlarin ve interndronlarin farkli gruplarinda ifade edilir.
Drosophila’da lim1l ifadesi 6zellikle RP2, aCC ve U motornéronlarda gozlenir ve
bunlarin hepsi embriyonun dorsal kaslarini yonlendirir [39]. Bas bolgesinde yer
alan anten - g6z imajinal diski igerisinde chip ile etkilesimli bir bicimde ifade olan
lim1’in g6z olusumuna katki sagladigi bilinmektedir. Fonksiyon kaybina ugratilan
alellerin kullanildig1 soylarla yapilan ¢alismalarda goriilmistiir ki, chip ve/veya
liml’in mutant oldugu bireylerde g6z gelisimi Onemli derecede sekteye
ugramaktadir. Goziin morfolojik yapisinin bozuldugu, fotoresopterlerin gerektigi

gibi olusmadigi rapor edilmistir [40-42].

Drosophila lim1l geninin DNA dizisi ve ifadesi, omurgalilardaki homologlariyla
oldukga benzerdir. Omurgalilarda lim1 geni, geng embriyonun bas kivriminda ifade
edilirken; Drosophila’da liml ayni sekilde dokular olugsmaya basladiktan hemen
sonra bag primordiasi igerisinde bir hiicre hatt1 boyunca ifade edilir. Embriyonun
daha sonraki asamalarinda her iki canli grubunda da motornéronlarin ve sinir
seridinin i¢indeki interndronlarin alt hiicre gruplarinda ifade edilir. Omurgal1 ve
Drosophila ortologlar1 arasindaki gen dizisi ve ifadesindeki benzerlikler,
islevlerinin de korundugunu kuvvetle gostermektedir [43]. Buna uygun olarak,
Drosophila  liml proteininin  molekiiler islevleri, omurgalilarinki ile
karsilagtirilmistir. Omurgali proteinleri, Xlim1 ve Xldbl (NLI, CLIM2) in vitro
olarak etkilesime girdikleri gibi Drosophila'da liml ve chip de benzer bir iliski
gostermektedir [39]. Drosophila lim1 dizisinin en yakin oldugu proteinler, Xenopus
ve fare liml proteinleridir. Aminoasit seviyesinde omurgali lim1 proteinlering,
Drosophila lim1l homeodomaini %88, LIM domainleri ise %78 6zdestir. LIM gen
ailesi ve homeodomainlerindeki omurgali lim1 proteinlerinin carpict benzerligi,
omurgali  liml proteinlerinin  Drosophila  ortologunu temsil  ettigini

diisindirmektedir [44].
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Omurgalilarda LIM homeodomain proteinleri [lim1 (Lhx1) ile birlikte lim3 (Lhx3),
Gsh4 (Lhx4), Isl1 ve Isl2], spinal kolon boyunca gelismekte olan motornéronlarda
ifade edilir. Bu proteinlerin birlikte ifadesi, spesifik motorndron alt tiplerinin
olusturulmasinda LIM proteinlerinin roliinii géstermektedir. LIM - HOM geni olan
ve liml’in ortologu linll1 Caenorhabditis elegans’ta kafada bulunan dokuz
bolgenin gelisiminde, ventral kordonun olusumunda ve kuyruk bdélgesindeki
noronlarin gelisiminde etkilidir [45]. Xenopus laevis’te bulunan liml ortologu
Xlim1, gelisim siireci boyunca degisen diizeylerde ifade edilir. Gastrulasyon
asamasi, mezoderm olgunlasmasi, kuyruktaki noral dokunun ve merkezi sinir
sisteminin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir [46-50]. Xliml geninin noral
dokunun anteriér ve posterior gelisiminde ve pronefroz bobrek yapisinin
olusumunda rol oynadig1 da bilinmektedir [7, 47, 51, 52]. Mus musculus liml
ortologu Lhx1 (Mmus\Lhx1), kafa gelisimi ve bobrek gelisimi ile ilgili
transkripsiyon faktorlerini kodlar; ayn1 zamanda disi bireylerde iireme sisteminin

gelisimi i¢in 6nemli rol oynamaktadir [53, 54].

2.4. lim homeobox 1 Geninin Insan Ortologu LHX1’in Bilinen Fonksiyonlari

LHX1 genine ait tam dizi, 1997 yilinda Dong ve arkadaslar tarafindan
yayimlanmigtir [55]. LHX1 geni, insanda diger canlilarda da oldugu gibi gelisim
asamasinda ¢ok Onemli islevleri yerine getirmektedir; bobrek gelisimi, eseysel
organlarin olusumu gibi kritik siireclerde rol almaktadir. LHX1’in mutasyona
ugramig bir alelinin bulundugu disi bireylerde {irogenital sistemin olusum

slirecinde, vajina ve uterusun olusmadigi rapor edilmistir [56].

2.5. Drosophila Genetik Referans Paneli Soylar1 ve Genom Boyu

Iliskilendirme Analizi Cahsmalar

Drosophila Genetik Referans Paneli soylart (DGRP), 2012 yilinda yayimlanan bir
makaleyle bilim diinyasina duyurulmustur. DGRP soylari, her biri tek bir anneden
gelen ve en az 20 kusak boyunca kendi i¢lerinde ¢aprazlanan bireylerden olusan

tamamen kendilesmis soylardir. DGRP soylari, once her biri farkli genetik
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altyapiya sahip 192 soy olarak tanimlanmis, daha sonra yapilan ek ¢alismalarla

205’e tamamlanmustir [11, 12].

DGRP olarak tanimlanan bu 205 Drosophila melanogaster soy hattinin her biri
kendine 6zgii genetik varyantlara sahiptir. Bu 205 soyun tiim genom dizisi, eksiksiz
bir sekilde belirlenmis ve igerdikleri rekombinasyonlar (insersiyonlar, inversiyonlar
ve delesyonlar) haritalandirilmistir. Bu soylara ait genomlarin taranmasi sonucunda
yaklasik bes milyon Tekli Niikleotid Polimorfizmi (TNP) ve bir milyonu askin
genetik varyant tanimlanmistir (mikrosatellitler, insersiyonlar, delesyonlar, kopya

sayisi varyantlari ve hareketli genetik elementler) [11].

Kantitatif genetik c¢alismalar yapilirken homojen genomlara sahip olan soylarin
kullanilmasinin saglayacagi fayda, DGRP soylarinin duyurulmasindan ¢ok 6nce
belirtilmistir [57]. Tamamen kendilesmis genomlara sahip farkli soy hatlar1 i¢eren
bir populasyon, herhangi bir kantitatif 6zellik agisindan kiyasa tabii tutulursa bu
kiyas sonucu elde edilecek sonuglar arasi farkliliklar, genomlarin farkliligina
baglanabilecektir. Bu baglamda DGRP soylarinin tasidigi bu yeterlilik, yapilan

caligmalari ¢ok daha anlamli ve nitelikli kilmaktadir.

DGRP soylari, genom boyu iligkilendirme ¢alismalarinda siklikla kullanilan bir
haritalama populasyonudur. Bu soylar kullanilarak yapilan ¢alismalarin sayist giin
gectikce artmaktadir. DGRP soylart kullanarak yapilan bazi genom boyu
iliskilendirme analizi ¢aligmalari, su alt basliklar halinde 6zetlenebilir: lokomotor
aktivete caligmalari, yasam Oykiisii karekterleri ve iligkili calismalar, gelisim
biyolojisi ¢aligmalar1 [58-60]. Gelisim biyolojisi ¢alismalarina bir katki olarak
hazirlanan bu tez ile benzer bir yaklasima sahip olan ve yine bacak gelisimiyle
iligkili genlerin tespitine yonelik bir bagska genom boyu iliskilendirme ¢alismasinin
sonuglart 2013 yilinda yayimlanmistir. Bu yayin igeriginde 100 DGRP soyu
kullanilmig, bacak gelisimine katkisi oldugu diisliniilen genler i¢in standart bir
genom boyu iligkilendirme g¢alismasi gergeklestirilmistir [61]. Bu bakis agisiyla
yapilan ¢aligmalardaki mantik, incelenen 6zellik bakimindan soylar arasinda ortaya

cikan varyasyonlarin skorlanmasi ve bu skorlarin DGRP; sitesinde bulunan
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bioinformatik yazilim araciligiyla genomlarin taranmasi ve iliskilenen TNP’lerin
saptanmasina dayanmaktadir. Standart genom boyu iliskilenme c¢aligmasi1 olarak
tanimlanan bu yaklasim yerine, tez c¢alismasinda epistatik genom boyu
iligkilendirme analizi gergeklestirilmistir. Epistatik GWAS ile standart GWAS
arasinda, calisma prensibi agisindan ciddi bir fark bulunmaktadir. Epistatik GWAS,
genotip - genotip etkilesiminin saglanmasi ile gergeklestirilir. Tez calismasi
sirasinda genom -genom etkilesimi, DGRP soylar1 ile kontrol soyu ve mutant soyun
caprazlanmasi ile saglanmistir. DGRP soylarinin her birinin kendi i¢inde homojen
bir genetik yapiya sahip olmalar1 sebebiyle kontrol ve mutant soy ile ¢aprazlarindan
elde edilen F1 dolleri, bu iki farkli genomun etkilesiminden kaynaklanan
varyasyonlara sahip olmaktadir. Tez kapsaminda calisilan fenotipik 6zellik olan
femur uzunlugu, her DGRP soyunun hem mutant hem de kontrol soy ¢aprazlarinda,
soylar arasinda farklilik gostermistir. Her DGRP soyu, mutant ve kontrol soyu
caprazlarindan elde edilen bireylere ait femur uzunluklari agisindan ise kendi i¢inde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde tutarlidir. Sonuglar istatistiksel olarak analiz
edildiginde soylar arasinda gozlenen bu farklarin anlamli oldugu goriilmiistiir.
Soylar arasi farklarin anlamli olmasinin temel nedeni, ayn1 genotipin farkli genetik

arka plana sahip olan soylarda farkl1 diizeylerde ifade edilmesidir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1 Drosophila Genetik Referans Paneli Soylari, lim homeodomain 1 Mutant

Soyu ve w1118 Kontrol Soyu

Tez kapsaminda, DGRP genomlarindaki fenotipik yanitlar1 belirlenecek odak gen
olarak segilen liml1’in piggyBac[13] transpozunu ile meydana getirilen
PBac(WH)Lim1[f04087] [14] soyu ve bu soyun tiiretildigi, w''!® (white geninin bir
aleli) belirteci igeren kontrol soyu BL6326 kullanilmstir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen deneylerde yukarda anilan lim1 mutanti ve kontrol
soyunun sokulacagi genomlar olarak, 205 soydan olusan DGRP setinin bir alt seti
olarak secilmis 122 soy kullanilmistir. Femur uzunlugunun soylar arasinda nasil
degistiginin gozlemlenebilmesi ve bu degisimin genetik temelinin ortaya konulmast

acisindan secilen bu soylarin listesi ekler kisminda belirtilmistir.

L L L L L L L " L L L L L L
B7%0k | @780k | 870k B7@0k | @790k @800k | BElok

Sekil 3.1. lim1 geninin Drosophila genomundaki konumu [14]

#

BT40K, ' ' ' BAGOK,
Gone Span
Limi

Hatural TE {only visible below 300KbL}

Transgenic Insertion Site
FHac{WHEL im1[FOFaES]
A

Sekil 3.2. liml genini mutant hale getirmek i¢in eklenen transpozunun konumu

[14]
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3.2 Soylarin Devamlihgi ve Kiiltiir Kosullar:

DGRP soylari, lim1 mutant soyu ve w8 kontrol soyu 25°C ve %60 nem sabit
kosullar1 altinda, 12 saat giindiiz/gece (aydinlik/karanlik) dongiislinde ayarlanmis
iklim odasinda, 15 - 17 giinde bir yeni ¢ikan ergin bireylerin taze besi ortamina
alinmasi yoluyla devam ettirilmistir.

Biitiin soylar, standart Drosophila besi yeri [62] olarak tanimlanan ortak kosullara
sahip misir unu, maya, seker, agar agar ve sudan olusan bir karigimla Drosophila
yetistirme tiipleri ve cam ayran siselerinde beslenmislerdir. Bu karigima ayrica

propiyonik asit ve metil paraben anti - fungal olarak eklenmistir.

3.3 Caprazlarin Yapilmasi, Orneklerin Saklanmasi ve Preparasyon Asamasi

3.3.1 Caprazlarin Yapilmasi ve Orneklerin Saklanmasi

[lk asamada, mutant ve kontrol soylar1 arasindaki femur uzunlugu farkini ortaya
koymak iizere, mutant ve kontrol soylar1 ayr1 ayri ¢ogaltilmislardir. Her bir soya ait
bireyler 59 ve 53 olarak yetistirme tiiplerine alinip 3 giin boyunca eslesmeleri ve
yumurta birakmalari igin iklim odasina almmustir. 59 ve 53 olarak her bir soy i¢in
toplamda 15’er tiip ¢aprazi yapilmis ve bu ¢aprazlar sonucunda elde edilen bireyler

femur uzunlugu 6l¢iimii i¢in kullanilmistir.

Ikinci asamada, deneyde kullanilacak DGRP  stoklarmin  gogaltimi
gerceklestirilmistir. Bu islem i¢in su sira izlenmistir: DGRP soylar1 stok tiiplerden
alinarak CO2 uygulanip bayiltilmistir. Ardindan her bir soya ait bireyler 59 ve 53
olarak yetistirme tiiplerine alinip 3 giin boyunca eslesmeleri ve yumurta birakmalari
icin iklim odasina alinmistir. 3 giiniin ardindan ergin atimi yapilmis ve 11. Giin
itibariyle heniiz eslesmemis halde olan disi bireyler bu tiiplerden toplanip lizerinde
ait olduklar1 soyu belirten etiketler bulunan yetistirme tiiplerinde 3 giin bol mayayla

beslenmislerdir.

DGRP genomlarina sokulacak mutant soy ve kontrol soyu bireylerini elde etmek

i¢in, bu soylar DGRP soylariyla ayn1 zamanda kendi iglerinde 59 ve 57 olarak
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caprazlanip 3 giin boyunca eslesmeleri ve yumurta birakmalari i¢in iklim odasina
almmiglardir. 3 giiniin ardindan erginler atilmis ve capraz sonucunda DGRP
soylarindan eslesmemis disi bireyler toplanmis ve DGRP soylarina ait disilerin
beslendigi 3 giinliik zaman diliminde kontrol ve mutant soylarindan ¢ikan erkek
bireyler toplanmistir. DGRP soylarindan toplanan eslesmemis disi bireyler 5 giin
yasina ulastiklarinda, mutant ve kontrol soyundan toplanan erkek bireylerle, 59 ve
54 olacak sekilde 5 replika halinde yetistirme tiiplerine alinarak ciftlesmeleri
saglanmistir. Ilk capraza alindiklari giinden sonra iki defa daha yeni tiiplere
aktarilan ¢aprazlardan soy hatt1 basina 15 tiip igeren bir set olusturulmustur. Bir
DGRP soy hatt1 i¢in mutant ¢aprazindan 15 tiip ve kontrol ¢aprazindan 15 tiip

olmak iizere toplamda 30 tiipliik bir set elde edilmistir.

DGRP Soy u @ x Kontrol Soyu( w///$) & DGRP Soy u @ x Mutant Soy( liml) &

Sekil 3.3. Caprazlarin Sematik Gosterimi

15 tiip igeren bir - DGRP x Kontrol Soyu - caprazi iizerinden ilerlersek; ikinci
aktarimin yapildig: giin baslangi¢ noktasi olarak belirlenip 17 giin tamamlandiginda
biitiin tiiplerden ¢ikan F1 soyuna ait disi ve erkek bireyler sayilmais, birbirine yakin
sayida birey bulunduran tiipler bacak preparasyonlari ve dlgiimleri i¢in icerisinde
saf alkol bulunan 1,5 ml hacimli ependorf tiiplerine alinmistir. Ardindan bu
ependorf tiipleri icerdikleri soy hatlarin1 ve gaprazlarmi tanimlayan etiketlerle
(DGRP soy numarast x Mutant Soy — DGRP soy numaras1 x Kontrol Soyu)
etiketlenerek preparasyon asamasina kadar - 20°C’de saklanmustir. Bu islem her soy

hatt1 i¢in kontrol ve mutant caprazlarini olusturan tiim setlerde tekrarlanmistir.

Tez kapsaminda calisilan lim homeobox 1 geni, X kromozomu iizerinde
kalitilmaktadir. Tasarlanan deneyde disi birey DGRP soyundan, erkek birey mutant
soydan elde edildigi i¢in, gdzlenmek istenen fenotipik durum F1 ddliinde bulunan
bireyler arasinda yalnizca disilerde goriildiiginden, preparatlar ve preparatlar

tizerinden gergeklestirilen olgiimler ve bu Ol¢iimlere ait analizler yalnizca disi
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bireylere ait veriler kullanilarak gergeklestirilmistir. Fakat kontrol soyu ve mutant
soyun kendi igerisinde yapilan ¢aprazlarindan elde edilen yavru déller iizerinde

gerceklestirilen 6lgtimlere ait veriler, her iki esey verilerini de igermektedir.

3.3.2 Preparasyon Asamasi

Her bir soy hatt1 ¢caprazi bagina ii¢ replika olacak sekilde tiiplere alinip, her bir
replikadan bes adet disi bireye ait sag bacaklar koksa kismindan ayrilarak Entallan®
araciligiyla lam tizerine yapistirilarak lamel ile hava baloncugu kalmayacak sekilde
kapatilmistir. Bir soy hattinin bir ¢aprazi igin 15 adet (3 replika x 5 birey) preparat
bulunmaktadir. Bu preparasyon islemi, 122 soy hattina ait kontrol soyu ve mutant

soy caprazlari igin gerceklestirilmistir.

Tezin deney asamasi siiresince 122 soy hatti, iki soyla (lim1 mutant1 ve kontrolii)
caprazlanmis, bu caprazlar sonucunda her bir soy hattinin bir c¢aprazi igin 15

preparat olmak tizere toplamda 3.660 adet preparat hazirlanmistir.

3.3.3 Femur Uzunluklarinin Ol¢iimii

Femur uzunlugunun Ol¢iimiiniin  yapilmasi1 i¢in hazirlanan preparatlar
fotograflanmistir. Fotograflama islemi laboratuvarimiz biinyesinde bulunan Leica
M205C mikroskobuna bagli, Leica DFC295 marka kodlu kamerayla
gerceklestirilmistir. Fotograflar dijital ortama Leica Suite v4.7 ile aktarilmistir;
10.980 fotograf harici bellek igerisine depolanmistir. Femur uzunlugu her ii¢ bacak
icin, en proksimalde bulunan kil yuvasi arasindaki orta hattin femurun distal ucuna
olan uzaklhigi olarak 6lgiilmiistiir. Olciimlerin hepsi Image] programinda
gerceklestirilmistir [63]. Her bir bacak i¢in gerceklestirilen 6lgtimler, ayr1 ayr1 .xIs
formatinda kaydedilmistir. Toplamda 10.980 6l¢iim dijital ortama aktarilarak harici

bellek icerisine depolanmugtir.
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i 1.Bacak 2.Bacak

Sekil 3.4. Gergeklestirilen dl¢iimlerin kapsadiklart araliklar (her bacak igin)

3.4 Verilerin Analizi

Deneylerden elde edilen F1 déllerinden gelen disilere ait femur uzunluklarinin (en
az 10 uzunluk) ortalamalar1 alindi, deney tasarimindaki temel degiskenlerin yavru
dol femur uzunluklariin biiytikliigii ve varyansi iizerine olan etkileri hesaplandi,
DGRP genomlar1 boyunca degisen kontrol (w1118/DGRP) — mutant (lim1/
DGRP) fenotipik farklarinin ortalamalari genom boyu iliskilendirme analizinde (

GWAS ) kullanildi.

3.5 Varyans Analizi Uzerinden Epistatik Yaklasim

Ik olarak caprazlarin her birinden elde edilen yavru dollere ait femur
uzunluklarmin ortalamalari, bacaklarin her biri i¢in hesaplandi. Ardindan bu
ortalamalar arasi farklar1 belirleyen GENOTIP (mutant - kontrol) ve SOY (DGRP)
faktorleri ile bu faktorlerin etkilesim seviyelerinin genel fenotipik degisime
katkisin1 boliimlemek amaciyla, her bir bacak icin ayri ayr1 olmak iizere ¢oklu
varyans analizi gerceklestirildi [64]. Analizler ve grafikler, R istatiksel hesaplama
ve grafik programi kullanilarak yapildi [65]. Elde edilen sonuglar 1g181inda, kurulan

varyans analizi modeli;
GENOTIP (Mutant Soy veya Kontrol Soyu)
SOY (DGRP Soylar)

GENOTIPxSOY
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seklindedir. Model kapsaminda {izerinde en ¢ok durulmasi gereken etkilesim
GENOTIPxSOY etkilesimidir. Bunun nedeni ise, DGRP Soylarmm her birinin
kendi icinde homojen bir genotipe sahip olmalar1 nedeniyle, bu etkilesimin
istatistiksel olarak anlamli olmasinin genotip - genotip etkilesimine (epistasi) isaret

etmesidir.

3.6 Genom Boyu Iliskilendirme Analizi (GWAS)

122 DGRP soyunun, kontrol soyu ve mutant soy ile ¢aprazlanmasi sonucu elde
edilen F1 doliinden gelen disi bireylere ait femur uzunlugu ortalama farklari1 genom
boyu iliskilendirme analizinde kullanilmistir. GWAS i¢in kullanilan veriler,
yukarida agiklanan varyans analizi modeliyle incelendiginde genotip - genotip
etkilesiminin oldukca giiclii bir etkilesim gdsterdigi goriilmiistiir (p<0,0001).

GWAS girdileri olusturulurken her bir bacak i¢in ayr1 ayr1 olmak tizere;

Kontrol ortalamalar:. (DGRP x Kontrol) — Mutant ortalamalar: (DGRP x lim1)

seklinde farklar hesaplanmis ve elde edilen bu veriler GWAS girdisi olarak
kullanilmigtir. Elde edilen bu veriler, Trudy Mackay ve ekibi tarafindan gelistirilen
web tabanli bir yazilim araciligiyla analiz edilmistir [12]. Yazilim, bu veriler
iizerinden DGRP genomlarina dagilmis olan TNP’ler arasindaki iliskiyi
saptamaktadir. Giiglii iliski igeren TNP’lerin saptanmasi igin tiim veriler 100 000 (
yiiz bin ) ve lizeri sayida hipotez test edilir. Hipotezler fenotipi belirleyen genetik
belirtecin alellerinde ne oranda fenotipik etkiye sahip oldugunu degerlendirir.
Ayrica rastgele olusabilecek istatistiksel dagilim, ¢ikan sonuclarla karsilastirilarak
rastlantisal iliskilenmeler ortadan kaldirilmig olur. Ortaya ¢ikan sonuglar iginde en
giiclii (p<10®°) TNP iliskileri tamimlanir. Istatistiksel olarak giiclii olan bu TNP’ler
aday genleri gosterir ve kalitsal olarak etkili olan ortak varyantlar saptanmis olur.
205 farkli genom yaklasik bes milyon TNP icermektedir. [11]. Yazilimin ¢alisma
prensibi, kantitatif genetigin standart eklemeli modeline dayanmaktadir. TNP’ler
arasindaki baglanti dengesizligi seviyesini analiz ederek, kromozom kollarina olan

dagilimlarinin baglanti dengesizligi biiyiikliiklerini agiklayan grafikler, yazilimin
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verdigi sonuclar icerisinde bulunmaktadir. Yazilim ayrica, bir TNP ile iliskilenme
diizeyini veren p degeri ile, herhangi bir iliskilenme olmamas1 durumunda ortaya

cikacak olan p degerleri arasindaki iliskiyi agiklayan grafikler de vermektedir.

Inversiyonlarin ¢ok sayida bulundugu Drosophila melanogaster genomunda ve
dogada bulunan bazi soylarinda bu inversiyonlara ek olarak, endosimbiyont olan
wolbachia da bulunmaktadir. DGRP soylar1 dogal populasyondan elde
edilmiglerdir. Laboratuvar ortaminda kendilestirilmis soylar olmalarina ragmen
inversiyon gesitliligi ve wolbachia durumu agisindan dogal populasyonu yeterli
diizeyde temsil etmektedir. Kullanilan biitiin soylar, igerdikleri inversiyonlar
acisindan homozigottur. Mackay ve ekibi tarafindan gelistirilen yazilim, analiz
stirecinde inversiyon ve wolbachia etkisinin olup olmadigimi da gostermektedir.
DGRP2 web sitesi tarafindan saglanan yazilim, analiz sonucunda inversiyon etkisi
ve wolbachia etkisinin GWAS sonuglarini etkileyecek anlamlilikta istatistiksel
onem dereceleri igeren sonuglar verirse, dogru analiz sonuglarina ulagmak igin
kullanilacak olan diizeltilmis veri degerlerini hesaplamayr miimkiin kilmaktadir.
Analiz sonuglart incelendiginde inversiyon ya da wolbachia agisindan bu ¢aligma
icin istatistiksel olarak anlamli bir etki olmadig1 goriilmektedir. Tez kapsaminda

gerceklestirilen GWAS modeli asagidaki gibidir:
y=Xb+Zu+e

Esitlikte y, (kontrol - lim1) ortalamasini; X, b bigimindeki sabit TNP etkisi i¢in
tasarlanan matrisi; Z, u bigiminde rastgele poligenik etkinin insidans matrisini ve e
degeri de, modeldeki artig1 ifade etmektedir. Model hakkindaki ileri bilgiler
kaynaklarda bulunabilir [11].

Bu ¢alismada gergeklestirilen GWAS modelinde sonuglar, yazilimin standart olarak
analiz ettigi iliskilenmeleri ayrintilar1 ile belirten bir sonu¢ sayfasi halinde
sunulmaktadir. Sonuglar isabet sayis, iligskilenen her bir genetik varyant, iligskilenen
TNP ve TNP’lerin kromozamal kimliklerini ve mindr alel frekanslarini, ilgili
varyantin fenotipe katki derecesini belirten p degerlerini sabit ve karigsik modelleri
cercevesinde vermekte ve istatistiksel olarak anlamlandirmaktadir. Isabet eden
TNP’nin kimligi ve hangi noktada isabet aldigi acgik bir sekilde sonuglarda

bulunmaktadir.
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Tez kapsaminda gerceklestirilen genom boylu iliskilendirme ¢alismasi epistatik bir
yaklasimla ger¢eklestirilmistir. Epistasi terimi, genler arasindaki etkilesimi ifade
eder. Epistasi, karmasik bir 6zelligi etkileyen bir varyantin etkisinin, 6zelligi
etkileyen ikinci bir varyantin genotipine bagli olmasi durumunda ortaya cikar.
Genomun tamamu birbiriyle etkilesim halindedir. Bu sebeple etkilesen genlerin
ortaya koyulmasi bu bakis acgisiyla ¢ok daha net olmustur. DGRP genomlarina
sokulan mutant ve kontrol soylart DGRP genomuyla etkileserek iligkili genleri
ortaya koymustur. Bu caligma kapsaminda GWAS neticesinde elde edilen biitiin

sonuclar, aciklamali olarak BULGULAR kisminda belirtilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Femur Uzunluklari Ol¢iim Sonuclar
4.1.1 w18 Kontrol Soyu ve lim1 Mutant Soyu icin Femur Uzunluklar1 Ol¢iim

Sonuclan

Tezin odaginda yer alan GWAS c¢alismalarina baslamadan 6nce, Drosophila
melanogaster bacak gelisimi agisindan 6nemi bilimsel ¢alismalarla agik bir sekilde
ortaya konmus olan lim1 gen mutant soyu ve bu soyun yaratildig: kontrol (w!!8)
soylarinin kendi iclerinde her bir bacaga ait femur uzunluklart Slgiimleri ve bu
olgtimlere iligkin istatistiksel analizleri gerceklestirilmistir. Kontrol soyu (w**®) ile
mutant soy (lim1) arasindaki farklar, her {i¢ bacak i¢in hem genotipe hem de eseye
bagl olarak tanimlanmistir. inceledigimiz iki genotip (lim1/lim1; w!&w!® ve
lim1*/lim1*; witi8/wil18) arasinda disi bireylere ait birinci bacak femur uzunlugu
ortalamalarinda kontrol soyu degerine bagil olarak kontrol soyunun femur uzunlugu
%3,38 daha uzunken, erkek bireyler arasinda kontrol soyu bireylerinin femur
uzunluklarinin %9,56 daha uzun oldugu gozlenmistir. Bu durum, ikinci bacak
femur uzunlugu ortalamalar1 arasinda kontrol soyu disi bireyler i¢in %7,41 daha
uzun olmalar1 ve erkek bireyler i¢in ise %10,63 daha uzun olmalar ile ortaya
konmus; liglincli bacak femur uzunlugu ortalamalar1 arasinda ise kontrol soy disi
bireyleri i¢in %3,41 daha uzun olarak 6l¢iiliirken erkek bireyler i¢cin %11,41 daha
uzun olarak hesaplanmigtir. En diistik farklilik oran1 birinci bacak femur
uzunlugunda goriilmektedir. Erkek bireylerde yasanan ciddi kii¢iilme ise her ii¢
bacakta da gozlenebilmektedir (Sekil 4.1. - 4.3.). Her ii¢ bacak icin de yapilan
varyans analizlerine bakildiginda gerek eseyler arasi farklar gerekse genotipler
arasinda gozlenen farklar istatistiksel olarak yiiksek anlamlilik seviyesindedir
(p<0,001) (Cizelge 4.1). Bu analiz sonuglarindan anlasildig1 {izere, etkilesim
eseylere gore genotip ifadelerini anlamli olarak degistirmektedir. Degisim {i¢ bacak

icin de istatistiksel olarak yliksek anlamlilik géstermektedir.
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Cizelge 4.1. Her Ug Bacak i¢in Mutant ve Kontrol Soy ANOVA Sonuglari

Kareler Toplamu  Serbestlik Derecesi F degeri
Birinci bacak
Genotip 0,042521 1 86,291***
Esey 0,043677 1 88,637***
Genotip:Esey 0,010880 1 22,079***
Ikinci bacak
Genotip 0.085956 1 129,803***
Esey 0.092218 1 139,260***
Genotip:Esey 0.012949 1 19,555***
Uciincii bacak
Genotip 0,09042 1 109,627***
Esey 0,10752 1 130,364***
Genotip:Esey 0,02560 1 31,037***

*p<0,05  **p<0,01  *** p<0,001

Yukarida gosterilen ANOVA sonuglar1 ve grafiklerde gorildigi iizere, eseyler
arasinda ve genotipler (lim1 ve w!!!8) arasinda anlamli farkliliklar bulunmaktadir.
Sekil 4.1. — 4.3.’te goriilen femur uzunluklar1 arasindaki fark, genotip temelinde

eseyler arasinda degerlendirildiginde farklar anlamli ¢ikmistir (p<0,001).

4.1.2 Kontrol Soyu (lim1*/lim1*; w'/w!l18) ve liml mutant soyu (lim1/lim1;
w!li8/w!118) jle DGRP Soylarinin Caprazlarina ait Femur Uzunlugu Verilerinin

istatistikleri

Kontrol soyu (w!'!8) ve mutant soy (lim1) ile gaprazlanan soylarm her bacak igin
femur uzunluklarina ait ANOVA sonuglarindan anlagilmaktadir ki, femur
uzunluklar1 arasinda gozlenen degiskenlikler soylarin sahip oldugu genetik
altyaprya baghidir. Ug bacaga da ait ANOVA sonuglari ve femur uzunlugu

ortalamalarin1 gosteren grafikler asagida bulunmaktadir.
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Yukaridaki grafiklerde agik¢a goriildiigii tizere yapilan ¢aprazlar sonucunda soylar
arasi degisim acgike¢a goriilmektedir. Bu degisim 6rneklendirildiginde, her {i¢ bacaga
ait femur uzunlugu ortalamalarinin iizerinde ve ortalamalarin altinda femur
uzunlugu ortalamasina sahip olmalarina dikkat edilerek se¢ilmis olan iki DGRP
soyu ile yapilmis kontrol soyu (W''!8) caprazlarindan gelen F1 bireylerine ait femur
uzunluklar agisindan her ii¢ bacaga ait karsilastirmalar yapildiginda, DGRP - 42 -
x w8 den gelen F; bireylerine ait femur uzunluklar ile DGRP - 383 - x w!®den
gelen F1 bireylerine ait femur uzunluklari, 1. bacaga ait femur uzunluklari agisindan
bu iki soydan gelen F1 bireyleri arasinda daha biiyiikk ortalamay1 veren soy olan
DGRP - 42 - x W e bagil olarak %4,4 oraninda bir fark gozlenmistir. Bu durum
2. bacaga ait femur uzunluklar arasinda %0,17 iken, Uciincii bacakta %2,41 olarak
goriilmiistiir. Her ii¢ bacaga ait femur uzunluklarinda DGRP - 42 - x w!!!®
caprazindan elde edilen bireyler daha uzun femura sahip olarak belirlenmistir. Ayni
sekilde DGRP ile mutant soy (lim1) ¢aprazlarindan elde edilen bireylere ait her {i¢
bacagin femur uzunlugu ortalamalarinda da ¢ok ciddi farkliliklar vardir. DGRP -
42 - x lim1’den gelen F1 bireylerine ait femur uzunluklari ile DGRP-383- x lim1’den
gelen Fy bireylerine ait femur uzunluklar karsilastirildiginda, 1. bacaga ait femur
uzunluklar1 agisindan bu iki soydan gelen Fi bireyleri arasinda daha biiyiik
ortalamay1 veren DGRP - 42 - x lim1l’e bagil olarak %19,35 oraninda bir fark
gbzlenmistir. Bu durum 2. bacaga ait femur uzunluklar1 agisindan %19,23 iken,
Ugiincii bacak icin %21,11 olarak hesaplanmistir. Her ii¢ bacaga ait femur
uzunluklarinda DGRP - 42 - x liml gaprazindan elde edilen bireyler daha uzun

femura sahip olarak belirlenmistir.

30



Cizelge 4.2. DGRP x Kontrol Soyu (W''!8) ve DGRP x Mutant Soy (lim1) F1
Bireylerinde Ug Bacak i¢in ANOVA Sonuglari

Kareler Ortalamalarin ~ Serbestlik

Toplami1 Kareleri Derecesi F Degeri
DGRP x w118
1.Bacak
DGRP Soyu 0,7561 0,006249 121 9,6850***
2.Bacak
DGRP Soyu 1,222 0,010097 121 10,460***
3.Bacak
DGRP Soyu 1,373 0,011349 121 11,270***
DGRP x lim1
1.Bacak
DGRP Soyu 0,8042 0,006646 121 9,5610***
2.Bacak
DGRP Soyu 1,287 0,010635 121 11,110%**
3.Bacak
DGRP Soyu 1,347 0,011133 121 10,560***

*p<0,05  **p<0,01  *** p<0,001

ANOVA sonuglart incelendiginde goriilmektedir ki, iki soy ile DGRP soylarinin
caprazlar i¢in her ii¢ bacak a¢isindan bireyler arasindaki farklilik istatistiksel

olarak yiiksek oranda anlamlilik gostermektedir.
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4.1.3 lim1 Mutant1 ve Kontrol Soyu w'*® Soylarinin DGRP ile Gerceklestirilen
Caprazlarindan Elde Edilen Yavru Dolleri Arasinda Ortaya Cikan Femur

Uzunlugu Farklarma Ait Analiz Sonuclari

Caprazi1 yapilan 122 soy GENOTIP, DGRP Soyu ve GENOTIP x DGRP soyu
interaksiyonlar1 ydniinden incelenmistir. Olciimlerden elde edilen verilerle R
istatiktik programi kullanilanarak gergeklestirilen Mixed Model ANOVA’larin
sonuclari, Normalite Testi sonuclari ile grafikleri ve caprazlara ait femur uzunlugu

ortalama farklarini (= Kontrol - Mutant) gosteren grafikler agagidadir.

Cizelge 4.3. Normalite Testi Sonuglari

Ucg bacaga ait Shapiro - Wilkinson Normalite Testi Sonuglari

DGRP xw1118 — DGRP x lim1

W p degeri
1.Bacak 0,99636 0,9899
2.Bacak 0,99461 0,9254
3.Bacak 0,98694 0,2934
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Sekil 13 - 15°te goriildiigii iizere DGRP soylariyla ¢aprazlanan kontrol soyu (w'!1€)

ve mutant soydan (lim1) elde edilen F1 bireylerine ait femur uzunlugu ortalama
farklar, negatif ve pozitif degerler almaktadir. Ug¢ bacak igin bu durum su
sekildedir: Birinci bacakta 70 soyda mutant ¢aprazlarindan gelen bireyler daha
biiyiik femur uzunlugu ortalamasina sahipken 52 soyda kontrol soyu ¢aprazlarindan
gelen bireylerin femur uzunlugu ortalamasi daha biiytiktiir. Bu durum, ikinci bacak
s06z konusu oldugunda mutant soydan gelen bireylere ait femur uzunlugu ortalamast
72 soyda daha biiyiikken 50 soyda kontrol soyu ile yapilan ¢aprazlardan gelen
bireylere ait femur uzunlugu ortalamasi daha biiyiik olarak saptanmustir. Ugiincii
bacak i¢in ise Birinci bacakla benzer sekilde bir durum gézlenmektedir, 70 soyda
mutant soy ile gergeklestirilen ¢aprazlardan gelen bireylere ait femur uzunlugu
ortalamalari, kontrol soyu ile gergeklestirilen ¢aprazlara gore daha biiylikken 50
soyda kontrol soyu ile yapilan caprazdan gelen bireylere ait femur uzunlugu

ortalamalar1 mutant soydan gelen bireylere ait ortalamalardan daha biiytiktiir.

Cizelge 4.4. Ug Bacak i¢in DGRP x W' — DGRP x lim1 Soylarina ait ANOVA
Sonuglari

Kareler Ortalamalarin ~ Serbestlik

Toplam1 Kareleri Derecesi F Degeri
1.Bacak
Genotip 0,04353 0,043531 1 71,0839***
DGRP Soyu 0,41780 0,003453 121 56,3840***
Genotip:DGRP Soyu 0,61028 0,005044 121 82,3610***
ikinci bacak
Genotip 0,06458 0,064579 1 75,6849***
DGRP Soyu 0,57654 0,004765 121 55,8430***
Genotip:DGRP_Soyu 0,96346 0,007963 121 93,3190***
Uciincii bacak
Genotip 0,00892 0,0089172 1 97,5820***
DGRP_Soyu 0,63767 0,0052700 121 57,6710***
Genotip:DGRP Soyu 100,083 0,0082713 121 90,5150***

*p<0,05 ** n<0,01 *** n<0,001
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Gergeklestirilen ANOVA sonucunda her {i¢ bacak i¢in de goriilmiistiir ki, her ii¢
interaksiyon terimi (GENOTIP, DGRP Soyu, GENOTIP x DGRP Soyu) agisindan
istatistiki olarak ileri diizeyde anlamlilik mevcuttur. Cizelge 4.4’te de goriilen
anlamli sonuglar 15181nda, kontrol soyu (w'!!8) ve mutant soy (liml) ile yapilan
DGRP Soyu ¢aprazlardan elde edilen F1 bireylerine ait femur uzunluklarindaki
farkliligin DGRP Soy terimine bagli oldugu grafiklerde goriilen degisimlerden
anlagilmaktadir. Cizelge 4.4.°de belirtilen Genotip terimi, DGRP soylariyla
caprazlanan kontrol soyu (W'!8) ve mutant soyu (lim1) belirtmektedir. GENOTIP
x DGRP teriminin anlamli olarak tespit edilmis olmasi, her bir DGRP soyunun
kontrol soyu (W) ve mutant soy (liml) ile gerceklestirilen ¢aprazlara farkli
yanitlar vermelerinden kaynaklanmaktadir. Farkliliklar, DGRP soylariin genetik
altyapilarinin birbirinden farkli olmalarindan kaynaklanmaktadir ve soydan soya
degisen farkli seviyelerde gerceklesen gen etkilesimlerinin bir sonucu olarak ortaya

cikmaktadir.

4.2 Genom Boyu Mliskilendirme Analizi (GWAS) Sonuclar

122 DGRP soyunun kontrol soyu (w''®) ve mutant soy (liml) ile
caprazlanmalarindan elde edilen F1 ddllerine ait her ii¢ bacagin femur uzunluklari
dlciilmiis ve her bir soy i¢in DGRP soyu x kontrol soyu (Ww'!!8) ortalamasi ve DGRP
soyu x mutant soy (lim1) ortalamas: hesaplanarak kontrol soyundan elde edilen
ortalamalardan mutant soya ait ortalamalarin farki alinmis ve genom boyu
iliskilendirme analizinde kullanilacak veri seti olusturulmustur. Olusturulan bu veri
DGRP: sitesinde bulunan yazilim araciliiyla analiz edilmistir. Bu analiz, yaklagik
bes milyon TNP’nin, ¢alisilan DGRP soylarinin genomuyla iliskilendirilmesine
dayanmaktadir. Saptanan varyantlarin kromozomlara dagilimini ve bu varyantlara
ait TNP’lerin istatistiki olarak anlamliligin1 gosteren grafikler her ii¢ bacak i¢inde

asagida gosterilmistir.
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Sekil 4.13.  Ugiincii bacaga ait varyantlarin kromozomlara dagilimi
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Sekil 4.14. Birinci bacak i¢in saptanan TNP'lerin anlamliligin1 gosteren grafik

Ikinci Bacaga ait TNP Isabetlerinin Anlamlilig
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Sekil 4.15. Ikinci bacak igin saptanan TNP'lerin anlamliligim gosteren grafik
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Uciincii Bacaga ait TNP Isabetlerinin Anlamlilig

Gozlenen -logio(p)

Beklenen -logao(p)

Sekil 4.16.  Ugiincii bacak i¢in saptanan TNP'lerin anlamliligin1 gdsteren grafik

4.2.1 Genom Boyu Iliskilendirme Analizi Soncunda Bulunan Genler

Yapilan GWAS sonucunda, toplamda 54 farklit TNP saptanmistir. Saptanan bu
TNP’lerin tamamu icin p degeri, 10°’in iizerindedir. Bulunan bu varyantlara ait

genis kapsamli bilgiler asagida ayrintili olarak bulunmaktadir.

4.2.1.1 TNP Baglant1 Dengesizliginin Kromozomlara Gére Incelenmesi

Genom boyu iligkilendirme ¢aligmalari, genoma dagilmis halde bulunan TNP’lerin
fenotipik varyasyonla iligkisi temeline dayanmaktadir. Tez kapsaminda her ii¢
bacak icin gergeklestirilen analizler, kromozomlara dagilmis olarak bulunan
TNP’lerin iligki varyanta isabet diizeyinin anlamliligi, TNP’ler arasi baglanti
dengesizligi diistikliigliniin ifadesi olarak asagidaki grafiklerde belirtilmistir.
DGRP: sitesinde bulunan yazilim tarafindan hazirlanan bu grafiklerde TNP’ler

arasi baglant1 dengesizligi diizeyi O ile 1 arasinda degerler alacak sekilde, tiim
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genom acisindan ifade edilmistir. “Heat map” olarak isimlendirilen bu ifade
yontemi ile hazirlanan grafikler, incelendiginde her i¢ bacak i¢inde goriilmiistiir ki,
TNP baglant1 dengesizligi oldukca diisiiktiir. Bu ¢ikarimdan, tez kapsaminda
gerceklestirilen genom boyu iliskilendirme analizi sonucunda liml geni ile
iligkilendirilen genetik varyantlarin kromozomlara dagilmis TNP’ler arasi

yakinligin sebep oldugu yapay bir durum olmadigi anlasilmaktadir.

Sekil 4.17.  Birinci bacak i¢in TNP'ler aras1 baglant1 dengesizligi

@ w -+ N
- (=] =] o [=] [=]

Sekil4.18. Ikinci bacak igin TNP'ler aras1 baglanti dengesizligi
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Sekil 4.19.  Ugiincii bacak icin TNP'ler aras1 baglant1 dengesizligi

4.2.1.2 GWAS Sonuclarmin U¢ Bacak A¢isindan Genel Degerlendirmesi

Gergeklestirilen genom boyu iligkilendirme analizi sonucunda saptanan 54
varyantin 8’1 intergenik bolgede, 16’s1 ekzonlarda ve 30’u intronlarda
bulunmaktadir. Intron ve ekzon bélgelerinde bulunan 46 varyantm 13°i, aym
genlere ait farkli TNP isabetlerinden olusmaktadir. Toplamda 21 aday gen tespit
edilmistir. Birinci bacak igin 13 adet, Ikinci bacak igin 10 adet, Ugiincii bacak i¢in
ise 10 adet aday gen tanimlanmistir. Bu genlerin bazilar1 {i¢ bacak arasinda ortak
olarak goriilmiistiir. 1. ve Ikinci bacaklar i¢in 7 ortak gen, 2. ve Ucgiincii bacaklar
icin 4 ortak gen, 1. ve Ugiincii bacaklar icin 4 ortak gen bulunurken, 3 bacak igin 3

ortak gen belirlenmistir.

Saptanan Varyantlar

aaaaaaaaaaaaaa

25 3
Varyant Sayisi
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Sekil 4.20. Ug bacak icin gerceklestirilen GWAS'lar sonucunda tespit edilen
varyantlar

Saptanan Varyantlar

Gen_sayisi
3R-
Varyant_sayisi

3L~

2R~

214

i

1‘0 1‘5
Varyant Sayisi

o
o

Sekil 4.21. Ug bacak igin gergeklestirilen GWAS'lar sonucunda tespit edilen
varyantlarin kromozomlara dagilimi

Varyantlarin islevsel Lokasyonlara Dagilimi

intron -
.Varyant

intergenik Bélge -

Ekzon -

15 20 25 30
Varyant Sayisi

o
o -
-
o

Sekil 4.22.  Saptanan TNP'lerin iliskilendikleri islevsel lokasyonlar

4.2.1.3 Birinci bacak i¢in Saptanan Varyantlar
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Birinci bacak i¢in toplamda 25 farkli varyant tespit edilmistir. Tespit edilmis olan

bu varyantlar farkli islevsel konumlarda bulunmaktadir. Intergenik bélge, up stream

bolge, down stream bolge ve intron bdlgesi bu varyantlarin bulunduklar islevsel

konumlardir. Elde edilen bu varyantlar icerisinde bazi varyantlar birden fazla kez

isabet almiglardir (Varyantlar hakkinda ayrintili bilgi Cizelge 4.5.’te mevcuttur).

Tekrarlayan isabetler temizlendikten sonra 1. bacaga ait GWAS sonucunda

toplamda 13 adet aday gen tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Birinci bacak i¢in Gergeklestirilen GWAS Sonucu Saptanan Genler

Gen Genin Lokasyonu Isabet Sayist MAF p Degeri Insan Ortologu
CG11178 X:13,605,681..13,609,529 5 0,1339 <10° AVL9
CG4168  21.:15,161,882..15,200,459 3 0,3983 <10° CPN2, GP5
Cpl 2R:13,960,675..13,967,981 2 0,4741 <10° CTSV, CTSL
Mspo 2R:14,671,396..14,713,622 2 0,1525 <10° SPON2
Liprin - » 2R:22,333,500..22,373,109 1 0,0583 <10° KAZN
Dhpr 3L:9,134,560..9,135,916 1 0,4474 <10® QDPR
Bma 3L.:9,908,120..9,967,298 1 0,4348 <10° SCYL2
CG42389 21.:16,545,016..16,663,218 1 0,075 <10° FNDC3A
CG42588 3L.:12,814,254..12,824,650 1 0,4828 <10° GTF3C2
pdm3 2R:8,327,490..8,396,280 1 0,3097 <10° POUGF1
gce X:15,297,766..15,319,074 1 0,0684 <10° ARNTL
CR43974 3L.:8,081,924..8,083,200 1 0,0811 <10 -

CG44153 2L.:10,064,121..10,180,256 1 0,0667 <10° ADGRB3

Birinci Bacak i¢in Saptanan Varyantlar

3R~

3L

2R~

21+

o -

Varyant Sayisi

o -

.Varyam_sayisi



Sekil 4.23. Birinci bacak i¢in yapilan GWAS Sonucu Tespit edilen Varyantlarin
Kromozomlara Dagilimi

Birinci Bacak i¢in Saptanan Genler

3R- .Varyant_sayisi
3k

2R~

25

o -
-

2
Gen Sayisi

w
-~

Sekil 4.24. Birinci bacak icin yapilan GWAS sonucu tespit edilen genlerin
kromozomlara dagilim1

4.2.1.4 ikinci bacak i¢in Saptanan Varyantlar

Ikinci bacak i¢in toplamda 18 farkl1 varyant tespit edilmistir. Tespit edilmis olan bu
varyantlar farkli islevsel konumlarda bulunmaktadir. Varyantlarin bulunduklar
islevsel bolgeler intergenik bolge ve intronik bolgelerdir. Elde edilen bu varyantlar
icerisinde bazi varyantlar birden fazla kez isabet almiglardir (Varyantlar hakkinda
ayrmtili bilgi Cizelge 4.6’da mevcuttur). Tekrarlayan isabetler temizlendikten sonra

2. bacaga ait GWAS sonucunda toplamda 10 adet aday gen tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. Ikinci bacak igin gergeklestirilen GWAS sonucu saptanan genler

Gen Genin Lokasyonu Isabet Sayis1  MAF p Degeri Insan Ortologu
CG4168  21.:15,161,882..15,200,459 5 0,3983 <10® CPN2, GP5
Mspo 2R:14,671,396..14,713,622 2 0,1525 <10® SPON2
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Dhpr 3L:9,134,560..9,135,916 1 0,4474 <10° QDPR

gce X:15,297,766..15,319,074 1 0,0684 <10° ARNTL

Cpl 2R:13,960,675..13,967,981 1 0,4741 <10° CTSV, CTSL
CR43974 3L.:8,081,924..8,083,200 1 0,0811 <10° -

Bma 3L:9,908,120..9,967,298 1 0,4348 <10° SCYL2
CG9837  3R:8,807,679..8,813,579 1 0,0862 <10° -

CG32982 21.:9,125,737..9,163,721 1 0,1944 <10° PLEK

Haf 2L.:1,555,129..1,608,404 1 0,0509 <10° TRIL, LRRN3

ikinci Bacak i¢in Saptanan Varyantlar

3R- .Varyant_sayisi

3L

2L-

Varyant Sayisi

Sekil 4.25. Ikinci bacak igin yapilan GWAS sonucu tespit edilen varyantlarin
kromozomlara dagilim1
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ikinci Bacak i¢in Saptanan Genler

=
'

3R- .Varyant_sayisi
3L

2R~

2L-

o
=L
(]
w

Gen Sayisi

Sekil 4.26. Ikinci bacak igin yapilan GWAS sonucu tespit edilen genlerin
kromozomlara dagilimi

4.2.1.5 Uciincii bacak icin Saptanan Varyantlar

Ugiincii bacak icin toplamda 12 farkli varyant tespit edilmistir. Tespit edilen
varyantlar iki farkli islevsel konumda bulunmaktadir. Bunlar intergenik bolge ve
intron’dur (Varyantlar hakkinda ayrintili bilgi Cizelge 4.7.”de mevcuttur). Tespit
edilen bu varyantlar igerisinde tekrarlayan herhangi bir isabet bulunmamaktadir.

Ugiincii bacaga ait GWAS sonucunda toplamda 10 adet aday gen tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. Uciincii bacak icin Gergeklestirilen GWAS Sonucu Saptanan Genler

Gen Genin Lokasyonu Isabet Sayis1  MAF p Degeri Insan Ortologu
CG4168 2L.:15,161,882..15,200,459 1 0,3983 <10° CPN2, GP5
Dhpr 3L:9,134,560..9,135,916 1 0,4474 <10° QDPR

gce X:15,297,766..15,319,074 1 0,0684 <10° ARNTL
CR43974 3L:8,081,924..8,083,200 1 0,0811 <10° -

Haf 2L.:1,555,129..1,608,404 1 0,0509 <10° TRIL, LRRN3
LManlll  21.:8,765,273..8,768,710 1 0,1709 <10° MAN2B1
CG4734  2R:13,297,202..13,298,467 1 0,075 <10° -

Egfr 2R:21,522,420..21,559,977 1 0,0957 <10° EGFR,EGBB4
Nupl60  21.:11,123,777..11,129,335 1 0,0917 <10° NUP160

Docl 3L:9,041,375..9,045,042 1 0,05 <10° TBX6, TBX2

(O]
o



3R-

3k

2R-

214

Uglincii Bacak igin Saptanan Varyantlar

3R-

3k

2R~

25

o -
sk

Sekil 4.27. Ugiincii bacak igin yapilan GWAS sonucu tespit edilen varyantlarin

kromozomlara dagilim1

Uglincii Bacak icin Saptanan Genler

2

3
Varyant Sayisi

-

.Varyant_sayisi

o -
-

Sekil 4.28. Ugiincii bacak icin yapilan GWAS sonucu tespit edilen genlerin

kromozomlara dagilimi

2
Gen Sayisi
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422 GWAS Sonucu Belirlenen Bazi Genlerin Drosophila melanogaster

Gelisimi ve Fizyolojisindeki Rolleri

Gergeklestirilen GWAS sonucunda toplamda 21 farkli gen ile iliski kurulmustur.
Iliskilendirilen bu genler 4 farkli gen ontolojisi bioinformatik veri tabani ile
incelendiginde 12 gen igin bir anotasyon tablosu elde edilmistir ve bu tabloda
genlerin iligkili olduklar1 siiregler de belirtilmektedir. Gen ontolojisi analizinde
kullanilan veri tabanlar1 (ShinnyGO, KOBAS, DAVID ve DIOPT) iizerinden gelen
bilgiler birlestirilerek elde edilen bilgilerin 6zetlenmesiyle Cizelge 4.8.

olusturulmustur.

Cizelge 4.8. Tesipt edilen aday genlerin islevlerine gore siiflandirilmalari

Etkilesen Etki Edilen Siireg Etkilesen Genler

Gen Sayist

7 Anatomik Yapilarin Gelisimi Egfi Cpl Liprin-gamma mspo Docl haf pdm3
7 Biyolojik Regiilasyon Egfr Docl pdm3 gce CG441353 Liprin-gamma mspo
7 Gelisimsel Siirec Egfr Cpl Liprin-gamma mspo Docl haf pdm3
7 Doku olusumu Egfr Cpl Liprin-gamma Docl CG34356 haf pdm3
7 Hiicre ici Streclerin Regiilasyonu Egfr Docl pdm3 gce CG44153 Liprin-gamma mspo
7 Uyariya Yanit Olugturma Egfr Nupl60 CG44153 CG34356 haf pdm3 gce

5 Anatomik Yapilarin Morfolojik Farklilasmas1 Egfr Liprin-gamma mspo haf pdm3

5 Organellerin Regiilasyonu ve Cogaltilmsar Liprin-gamma Egfr mspo haf pdm3

4 Uyariya hiicresel Yamt Olusturma Egfr Nupl60 CG44153 gce

4 Lokomosyon Egfr haf pdm3 CG11178

4 Metabolik Siireclerin Regiilasyonu Docl pdm3 gce Egfi

4 Kimyasal Uyariya Yanit Egfr haf pdm3 gce

3 Biyosentetik Siirec Docl pdm3 gee

3 Lokalizasyon CG11178 Nupl60 Egfr

3 Biyolojik Siireglerin Negatif Regiilasyonu Egf Liprin-gamma gce

3 Biyolojik Siireclerin Pozitif Regfilasyonu Egfr Docl gece

3 Gelisimsel Siireclerin Diizenlenmesi Liprin-gamma Egfr mspo

3 Fiziksel Uyartlara Yamt Verme CG34356 haf pdm3

3 Sinyalizasyon Egfr CG44153 gee

3 Sistemsel Siireclerin Regiilasyonu Egfr CG34356 pdm3

2 Morfogenezde anatomik vapi olusumu Egfr mspo

2 Hiicresel Hareketlilik Egfr CG11178

2 Hiicresel Yapilarmn Olusumu Liprin-gamma Egfr

2 Strese Karsi Yamt Nupl60 Egfr

2 Taksis Davranisi haf pdm3
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4.2.3 GWAS Sonucu Saptanan Genlerin Tanimlanan Islevleri, Gorev Aldiklar

Siirecler ve Iliskilendikleri Hastahiklar A¢isindan Degerlendirilmeleri

122 DGRP soyunun kontrol soyu (w!'!8) ve mutant soy ile ¢aprazlarindan elde
edilen Fy dollerinin femur uzunluklarinin ortalamalarina ait farklar iizerinden
gergeklestirilen genom boyu iliskilendirme analizi sonucunda, toplamda 21 adet
Drosophila geni tespit edilmistir. Bu 21 gene ait 53 adet insan ortologu tespit
edilmigtir. Tespit edilen 53 genin %56,6’s1 (30 gen) gelisimsel siireglerle iligkilidir.
Bu stirecler hiicre gogii, hiicre farklilasmasi, akson olusumu, akson yonelimi, hiicre
boliinmesinin  kontrolii gibi basliklar altinda toplanabilir. Kalan genler ise
metabolik yolaklarda gorev almaktadir. Yer aldiklart metabolik yolaklar insiilin
metabolizmasi, kan doku igeriginde bulunan iz elementler, hidrokarbon
metabolizmas1 ve lipid metabolizmas1 olarak Ozetlenebilir. Ayrica bu genler
arasinda, ¢esitli kanser tiirleri ile iliskilendirilmis genler de bulunmaktadir. Calisma
sonucunda ortaya konmus olan 21 Drosophila genine ortolog olan 53 insan geninin
veri tabanlarindaki kimlikleri, adlar iistlendikleri iglevler yer aldiklar1 biyolojik
siirecler ve insan genleri i¢in tanimlanan (varsa) hastalik bilgileri Cizelge 4.9.’da

gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Drosophila melanogaster 100 yili askin bir siiredir biyoloji bilimi igerisinde
calisilan hemen her konuda bir model olarak kullanilmistir. Sinirbilim
caligmalarindan, yasam Oykiisii karakterlerine, farmakolojik ¢aligmalardan
evrimsel genetik calismalarina kadar birgok farkli konu igin model organizma
olmayr siirdiirmiistiir. Gelisim genetigi calismalarinda da siklikla kullanilan
Drosophila melanogaster 1995 yilinda erken embriyonik siireglerle iliskili
mekanizmalarin agikliga kavusturuldugu bir ¢alisma ile arastiricilara Nobel Tip

Odiiliinii kazandirmustir [66].

Homeobox genleri ilk kez Drosophila melanogaster’in calisildigi Thomas Hunt
Morgan’in laboratuvarda gézlemlenen bir mutasyonun pesine diisiilmesi sonucu
fark edilmis ve 1980’li yillara gelindiginde bu genler dizilenip tanimlanmaya
baglanmistir [19, 20]. lim1l geni; homeobox genlerindendir ve birgok taksonda
evrimsel olarak korunmus halde bulunur ve homeobox gen siniflarindan LIM
sinifina dahildir [22]. lim1, Drosophila melanogaster’de birgok organ ve yapinin
olusumunda gérev almaktadir [6, 8, 9, 67]. Drosophila melanogaster ii¢ gelisimsel
sathadan gecerek ergin birey halini alir. Bu asamalar; embriyo, larva, pupa
sathalaridir. Embriyo ve larva asamalarinda organ ve sistemleri olusturacak
dokularin farklilasacagi imajinal disk adi verilen yapilar olusur, bu yapilar viicut
icerisinde islev gorecekleri lokasyonlara ilerlerler. Drosophila melanogaster
toplamda 9 adedi ¢ift halde bir tanesi tek olarak bulunan 19 adet imajinal disk
bulundurur. Anteriérden posteridre dogru siralandiginda besinci, altinct ve yedinci
cift imajinal disklerden sirasiyla birinci, ikinci ve tigiincii ¢ift bacaklar olusur. Her
imajinal disk farkli bacaklar1 meydana getirirken farkli genler ifade ederler. Farkl
genlerin ifade olmasinin sebebi imajinal disklerin farkli segment ve farkli proksimal

- distal konumlarda bulunmalaridir [28-31].

Bacaklar ii¢lincii larva asamasinin sonlarina dogru sekillenmeye baslarlar. Yiiksek

dozda 20 -hidroksiekdizon ile uyarilan larva pupasyon asamasina gegmeye baglar.
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Siire¢ bacaklar olusturacak hiicrelerin evajine olarak belirginlesmeye baglamasiyla
devam eder. Pupasyon asamasi basladiktan 12 saat sonra her bir imajinal diskin
“yass1” boliimiinden uzayan hiicre gruplari boru seklinde uzuvlari meydana getirir.
Uzama siireci hiicre - hiicre adhezyon etkilesimlerinde meydana gelecek
degisimlere ve hiicre iskeleti yapisinda gerceklesecek sinyalizasyona baglidir. Boru
seklini almis olan uzuvlar pupasyonun ilerleyen asamalarinda her bacak igin ifade
edilen 6zgiil genlerle birlikte karakterize olacaktir. liml geni i¢in bugiine kadar
edinilen bilgiler bacak olusumu sirasinda tarsal segmentlerde ifade oldugu ve bu
segmentlerin 6zellesmesinde gorev aldigr yoniindedir [9]. Bacak gelisimi haricinde
akson, ara ve motorndron, kanat ve anten, géz olusumunda gorev aldigi rapor

edilmistir [39-42].

liml geninin insan homologu olan LHX1 1997 yilinda Dong ve arkadaslar
tarafindan dizilenmis ve yayimlanmistir. Drosophila’da oldugu gibi insanda da
gelisim asamasinda 6nemli islevler listlenen bu gen iirogenital sistemin olusumunda

kritik bir rol tistlenmis durumdadir [55, 56].

Tez kapsaminda liml geninin bacak gelisimi iizerindeki etkisi femur olusumuna
olan katkis1 agisindan degerlendirilmistir. Sekil 2.4.’te de goriildiigi lizere nakavt
halde bulunan liml geni femur yapisinda ciddi deformasyona sebep olmaktadir.
liml geninin etkilesim halinde oldugu diger genleri de ortaya koymak amacini
tasiyan bu calisma DGRP soylar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. 122 DGRP
soyunun liml mutanti (PBac (WH) Liml [f°*°]) ve bu mutantin meydana
getirildigi kontrol soyu (BL6326 - w!''8) ile gerceklestirilen caprazlarindan elde
edilen F1 bireyleri tizerinden femur uzunlugu dlgtimleri gergeklestirilmistir. lim1
geninin X kromozomu {izerinde tasimmiyor olmast ve DGRP soylaryla
gerceklestirilen ¢aprazlara liml mutantindan erkek bireyin (XY) DGRP soyundan
disi bireyin (XX) alinmas1 dolayisiyla F1 doliinden elde edilen bireylerde mutant
fenotip yalnizca disi bireylerde gdzlenebilmektedir. Bu sebeple tez kapsaminda

yalnizca disi bireylere ait femur uzunluklari iizerinden ¢alisilmigtir.
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Femur uzunlugu dl¢iimlerinden elde edilen veriler GEREC ve YONTEMLER
kisminda ayrintili olarak anlatilan varyans analizi modeliyle analiz edilmistir.
Kontrol soyu (w!''8) ve lim1 mutant1 arasinda hem genotipe hem de eseye baglh
farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Her ii¢ bacak ig¢in 122
DGRP soyu arasinda gergeklestirilen analizlerde de femur uzunlugu farklarinin
DGRP soyu terimine bagli olarak degismesi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 122 DGRP soyuna ait kontrol soyu (W'!!8) caprazlarindan elde edilen
F1 dollerine ait disi bireylerin femur uzunluklarina ait ortalamalar her bir soy igin
hesaplanmistir. Ayni sekilde 122 DGRP soyunun mutant soy (lim1) ¢aprazlarindan
elde edilen F1 déllerine ait disi bireylerin femur uzunluklarina ait ortalamalar her
bir soy i¢in hesaplanmistir. DGRP Soyu x Kontrol Soyu ortalamalarindan DGRP
Soyu x Mutant Soy ortalamalar1 ¢ikarilarak elde edilen veriler genom boyu
iligkilendirme analizi ¢aligmasi’nda (GWAS) veri olarak kullanilmigtir. GWAS,
DGRP; internet sitesinin i¢erdigi yazilim araciligiyla gergeklestirilmistir. Yazilim
toplamda yaklasik bes buguk milyon TNP’yi tarayarak iliskili olan varyantlar
sonu¢ olarak vermektedir. Her ii¢ bacak i¢inde gerceklestirilen ti¢ ayrt GWAS
sonucunda ilgili 54 varyant elde edilmistir. Bu varyantlar {i¢ bacakta toplam 21
Drosophila geni ile iligkilidir. 21 Drosophila geni gen ontolojisi bioinformatik veri

tabanlari ile incelendiginde 53 farkli insan ortologuyla iliskilendirilmistir.

Bacak gelisimi embriyonal asamadan itibaren baslayan bir farklilagsma ile
gergeklesmektedir. Her dokunun olusumunda gerceklestigi gibi  hiicre
farklilagmalari, hiicre hareketleri ve programlanmis hiicre 6liimleriyle gerceklesen
bu siire¢ hakkinda yapilan ¢alismalar, belli basli nakavt genlerle ¢alisilarak yapilmis
ifade diizeyi degisimleri ve bu degisimlere bagl olarak gdzlenen morfolojik
farkliliklara dayanmaktadir. Bacak gelisimiyle ilgili oldugu bilinen antennapedia,
apterous, decapentaplegic, wingless, Distal-less, aristaless ve Bar gibi genlerle
ilgili yapilmis olan c¢aligmalar bu sekilde gergeklestirilmistir [6, 9, 10]. Bacak
gelisimi ile 1ilgili elde ettigimiz bilgilerin biiylik bir ¢ogunlugu bu genlere iliskin
caligmalar iizerinden saglanmistir. Bacagin, anten ve kanat gibi bir uzuv olmasi
sebebiyle bacak gelisimiyle alakali olan genlerin biiytik bir gogunlugu temelde uzuv
gelisimiyle dogrudan alakali olan genleri de igermektedir. Ornegin Drosophila

melanogaster’de antennapedia geninin yanlis ifadesi sonucunda bas bolgesinde
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anten yapisinin olusmasi gereken yerde bacak olusumu gozlenmektedir [68]. Bu
yaklagimla gergeklestirilen ¢alismalarda etkilesen genlerin ortaya konmasi, bacak
ve uzuv gelisiminin kompleks genetigi géz Oniine alindiginda ¢ok uzun zaman

alacaktir.

2013 yilinda Grubbs ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada ise
farkli bir ydntem izlenerek Genom Boyu Iliskilendirme Analizi Calismasi
gerceklestirilmistir [61]. Bu ¢alismada 100 DGRP soyu kullanilmis ve femur
uzunluklart Ol¢lilmiistiir. Her bir DGRP soyu i¢in iki esey ve esey basina ii¢
bireyden gelen femur uzunluklar1 dlgiilerek gergeklestirilen analiz sonucunda 20
adet varyant tespit etmislerdir. Tek bir ¢alismada cogunun bacak ve uzuv
gelisimiyle iliskili oldugu dogrulanabilen ¢ok sayida varyant tespit edilmesine
olanak saglayan GWAS calismalari; c¢alisilan Ozellik veya fenotipin dogal
varyasyonundan kaynaklanan c¢esitlilik dolayisiyla avantajli calismalardir. Genom
icerisine dagilmis halde bulunan TNP’ler ilgili 6zellik veya fenotip lizerinde
gerceklesen kiiciik degisimlerle iliskilendirilerek aday genlerin tespit edilmesine
olanak saglar. Bu sekilde gerceklestirilen calismalarda standart bakis agisiyla
gerceklestirilen ¢alismalara gore zamandan ve masraftan tasarruf edilmis olur.
Bununla birlikte elde edilen varyantlarin konumlar1 ve dolayistyla gen
etkilesimlerinde ne gibi etkileri olacagi daha net bir sekilde tartisilabilmektedir. Bu

baglamda DGRP soylariin sundugu imkanlar goz ardi edilemez.

Grubbs ve arkadaslarinin gergeklestirdigi genom boyu iligkilendirme ¢alismasi
belirlenen bir fenotip lizerinden elde edilen skorlarin genomlara dagilmis TNP’ler
ile iligkilendirilmesine dayanan bir calismadir. Bu c¢alisma Standart GWAS
yaklagim1 olarak bilinmektedir. Tez kapsaminda gercgeklestirilen GWAS ise
epistatik bir yaklasima dayanmaktadir. Bu yaklasim, haritalama populasyonu olan
DGRP genomlarinda bulunan yaklasik bes buguk milyon TNP’nin liml mutant
soyunun tasidigi lim1l aleli ve bu mutant soyun meydana getirildigi kontrol soyunun
tagidigi lim1™ aleli ile etkilesime girerek, bu TNP’nin genetik baglantida oldugu
genlerin femur uzunlugunda yarattiklar1 degisimlerin skorlanmasi sonucu elde

edilen veriler araciligiyla, liml ile etkilesen muhtemel genlerin tespit edilmesine
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dayanmaktadir. Epistatik GWAS yaklasimmin Standart GWAS’a gore farki,
ilgilenilen fenotip ile dogrudan iliskisi bilinen bir genin mutasyona ugratilmis
alelinin, DGRP soylarinin genomu ile “etkilesime” girmesi ve kendisiyle iliskili
olan TNP’leri isaret etmesidir. Epistatik yaklagimin, - Standart yaklagima gore -
ilgilenilen fenotiple iliski diizeyi daha yiiksek genler verecegi diisliniilmiis ve

gergeklestirilen analizler sonucu elde edilen varyantlar bu durumu dogrulamustir.

Bacak gelisimi ii¢ 6nemli morfogenetik asamada gergeklesmektedir: bacak diskinin
uzamasi, bacak diskinin disa dogru sekillenmesi ve bacak diskinin eklemlenmesi.
Bu ii¢ asamanin ger¢eklesmesinde hiicre hareketleri, hiicre gdogleri, hiicre
farklilasmalar1 ve programli hiicre 6liimlerinde kilit bir rol oynamaktadir [29-31,
34, 68, 69]. Gergeklestirilen analizler sonucunda tespit ettigimiz 21 aday genin 12
tanesi bu iglevlerle dogrudan ilgili olarak tanimlanmislardir (Cizelge 4.8.). Tespit
ettigimiz bu 12 gen literatiirde bacak gelisimi iizerine gergeklestirilen ¢aligmalarda
iligkilendirilmemistir. Tespit edilen bu genler gorev aldiklari siirecler ve islevlerine
gore siniflandirilacak olursa hiicresel hareketlilik ve hiicre organizasyonu ile iliskili
olanlar bma, CG11178, CG32982, CG44153, Egfr iken hiicre oliimlerinden
sorumlu olanlar Egfr ve gce, hiicre farklilasmasindan sorumlu olanlar CG42389,
CG44153, Cpl, Docl, Egfr, haf, mspo, LManlll ve Liprin-r seklinde ortaya
¢ikmaktadir. Gelisimle iligkili bu iig siire¢ ve tespit edilen (muhtemel) aday genler
incelendiginde, aday genler arasinda, her iig siiregte de yer alan Egfr geni 6n plana
cikmaktadir ve bu gen gerek tespit ettigimiz aday genler gerekse gelisimle iligkili
bugiine kadar tespit edilmis genler agisindan literatiirde en iyi caligilmig ve
hakkinda en ¢ok bilgi sahibi olunan gendir. “Epidermal Growth Factor Receptor”
olarak bilinen bu gen Drosophila melanogaster’in embriyonal asamadan gelisimini
tam olarak tamamlayip ergin halini aldigi asamaya kadar her sathada onemli
gorevler istlenmektedir. Egfr yumurtadan c¢ikip larva olma siirecinden goz
gelisimine, farkli imajinal disklerin olusumundan gen ifadelerinin regiilasyonuna
kadar farkli safhalarda rol almaktadir. Bu siireglerin tamami “Epidermal Growth

Factor” sinyal yolagi (EGF sinyal yolag1) ile kontrol edilmektedir[70, 71].
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Bacak gelisimi agisindan Egfr ve EGF sinyal yolagi sadece tarsal segment gelisimi
ve imajinal disk i¢erisinde aldiklar1 gorevler agisindan ele alinmiglardir. EGF sinyal
yolagi imajinal diskin (bu yolak agisindan her {i¢ bacagi olusturan ii¢ imajinal diskte
de ayni siirecler gergeklesmektedir) merkezinde bulunan halkadan en dis halkaya
kadar imajinal diskin tamaminda gorev almaktadir. Tarsal segmentlerin meydana
geldigi en i¢ halkada wg ve dpp genlerine ait ifade diizeyinin kontrolii ile aktif olan
EGF sinyal yolag: ve Egfr; al, lim1, chip ve bar’in ifadesini kontrol eder. wg ve dpp
ticiincii larva sathasinin sonuna dogru imajinal disk icerisinde hiicrelerin proksimal
-distal yonlenmesini belirli bir seviyeye getirdikten sonra imajinal disk
sekillenmesinin ger¢eklesecegi pupa sathasinda bu gorevi Egfr genine birakirlar.
EGF sinyal yolagi bu asamadan sonra vein (vn) ve rhomboid (rho) genleri
araciligiyla faaliyet gosterir [72]. vn ve rho mutant olan (iki genin ayni anda mutant
oldugu (double mutant) ) Drosophila melanogaster soylar ile gergeklestirilen
caligmalarda tarsal segmentlerin olusmadigi veya giidiikk bir form aldigi rapor
edilmistir [72]. Bu gelisim bozuklugunun sebebi, gen ifadeleri EGF sinyal yolagi
ile kontrol edilen al, C15 ve liml genlerinin tarsal bolgede ifade olamamasidir.
Bahsi gecen genlerin ii¢ii de homeobox genleridir ve bu genler birbirleri ile
etkilesim halinde ifade olarak tarsal segmentlerde farklilagma ile beraber proksimal

- distal yonlenmenin de saglanmasinda rol oynamaktadir [6, 9, 73-75].

Egfr geni gelisim siirecinde onemli bir yeri olan apoptozis (hiicre oliimii)
mekanizmasinin diizenlenmesi ve ger¢eklesmesinde de wg ve dpp genleri ile regiile
edilen EGF sinyal yolagi araciligiyla yer alir. Apoptozis, gelisim asamasinda
“bozuk” hiicrelerin temizlenmesi ve islevini tamamlayan hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda 6nemlidir. Drosophila melanogaster gelisiminde embriyonik
asamada segmentlesme asamasinda rol alan genlerden, fushi-tarazu (ftz), krippel
(kr) ve tailles (tll) mutantlariyla gerceklestirilen ¢aligmalar sonucunda elde edilen
veriler, embriyonik asamada segment olusumu sirasinda EGF sinyal yolaginin, Egfr
geni ifadesine bagl olarak segment smirlarinin ayrilmasinda ve hiicrelerin

farklilasmasinda gorev aldigint géstermektedir [70, 71, 76].
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EGF sinyal yolaginin etkin bir sekilde gorev aldigi viicut kisimlardan biri de bas
bolgesidir. Amr Amin ve arkadaslar1 [77] tarafindan gergeklestirilen ¢alismada
gortildiigii tizere bas bolgesinde hedgehog (hh) geni ifadesine bagli olarak vn ifadesi
etkilenmekte ve frons yapisinin olusumuna katkida bulunmaktadir. Ayn1 ¢calismada
elde edilen bulgular gostermektedir ki EGF sinyal yolagi vn’nin hh’ye bagl ifadesi
sonucunda regiile olmasiyla g6z diskinin olusumunda ve hiicre sayisinin artmasinda
onemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte géz gelisimi siradinda chip geni
ifadesine bagli olarak fotoresoptorlerin olusumu ve g6z diskinin ventral sinirlarinin
belirlenmesinde lim1 geni ve arrowhead geni 6nemli bir rol tistlenmektedirler [40].
Bu baglamda tez ¢alismasinin preparasyon asamasinda dikkat c¢eken goz
yapilarindaki farklilig1 belirtmek gerekmektedir. Calisma siiresince gergeklestirilen
mutant soy (PBac(WH)Lim1[f04087]) ile DGRP soyu ¢aprazlari sonucunda elde
edilen disi bireylerde géz yapisinda ciddi farkliliklar gézlenmistir. Soydan soya
degisiklik gosteren bu farkliliklar lim1l geninin ve etkilesimde bulundugu ortaya
¢ikan Egfr geninin ve bu genin merkezinde yer aldigi EGF sinyal yolaginin géz
gelisiminde tstlendigi rolii ve liml geninin sadece bacak gelisiminde degil ayni
zamanda bircok organ gelisiminde de ¢ok Onemli goérevleri oldugunu
gostermektedir. Bu verileri destekleyici nitelikte olan bir baska ¢alismada da
gosterilmistir ki, embriyonik asamada EGF sinyal yolaginin regiilasyonunda etkili
olan dpp ve wg genleri goz diskleri ve bu disklerin etrafinda olusan hiicrelerin

apoptozisinde gorev almaktadir [78].

Tespit edilen genler arasinda yer alan CG42588 RNA sentezinde ve gen ifadelerinin
diizenlenmesinde gorev almaktadir ve Nupl60 geni de RNA tasinmasi
mekanizmasinda gorev almaktadir. lim1 geninin bir transkripsiyon faktorii olmasi
sebebiyle gen ifadesinde etkili olan mekanizmalarda gérev alan genlerle iliskili

olmas1 dogal bir sonugtur.

Iliskilenen aday genler arasinda yer alan gce geni bacaklarin karekterize olup
farklilasmaya baglayacaklari pupasyon asamasina gecilmesi igin gereken juvenil
hormonun aktivasyonunda rol oynamaktadir [14]. Ayrica yine iligkili oldugu ortaya

cikan Docl geni gelisim ve farklilasma agisindan ¢ok 6nemli gorevler tistlenen T-
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BOX gen ailesine dahildir. Docl geni yumurtadan ¢ikisin ilk dokuz ve onuncu
saatleri arasinda ifade olmaya baslayarak uzuvlar1 (kanat, halter organi, bacaklar)
olusturacak imajinal disklerin birbirlerinden ayrilmasini regiile etmektedir. Bu
asamada her bir imajinal disk 20 - 50 hiicre ile temsil edilmektedir. Doc1 ifadesi ile
birlikte dorso - ventral olarak birbirlerinden uzaklasan imajinal disk Onciilii hiicre
gruplar1 ilerleyen asamalarda farklilasarak, uzuvlart meydana getirecek sekilde
ozellesmis birer disk halini almaktadir. ilerleyen asamalarda, Docl dorsal bolgede

epitel hiicrelerde, ventralde ise miyoblast hiicrelerinde ifade olmaktadir [31].

liprin-y  geni bugiine kadar Drosophila melanogaster calismalarinda sinir
hiicrelerinin baglanti olusumu ve birbirleriyle olan etkilesim ve iletisimi ile
iliskilendirilmistir [14]. GWAS analizi sonucunda femur uzunluguna etki eden bir
aday gen olarak belirlenmistir. Bu genin insan ortologu olan KAZN geninin ise
epidermal farklilasma ve hiicre - hiicre etkilesimlerinde gorev aldigi rapor
edilmistir. Buna ek olarak yapilan son ¢alismalarda KAZN geninin otozomal resesif
olarak kalitilan primer konjenital glokom olusumunda rol oynadigi anlasilmistir.
Bu hastalik gozde sklera ile korneay: birbirinden ayiran trabekiiler agda meydana

gelen gelisimsel anomali ile karakterizedir [79].

Gergeklestirilen GWAS analizi sonucunda ortaya ¢ikan genlerden CG44153, Cpl,
Docl ve Egfr genlerinin insan ortologlarmin iliskilendikleri hastaliklar
incelendiginde tamaminin kanser tiirleriyle iliskili oldugu goriilmektedir. Bu tiirler
arasinda yutak, agiz ve yemek borusu kanseri, mesane kanseri, prostat kanseri,
pankreas kanseri, ovaryum kanseri sayilabilir. EGF sinyal yolagi hayvanlarda
onkogenik yolak olarak bilinmektedir. Insan EGFR geni ile Drosophila
melanogaster Egfr geni %40,5 oraninda bir 6zdeslik gosterir [80]. lim1 geni bir
homeobox genidir ve bugiine kadar yapilan ¢calismalar homeobox genleriyle kanser
iliskisini ortaya koymustur [81]. Bu baglamda lim1’in mutant bir alelinin etkisinin
bulundugu Drosophila melanogaster bireyleri ile gerceklestirilen bu calisma
sonucunda elde edilen bu genlerin kanserle iligkilendirilmis olmalar1 beklenmedik

bir sonug degildir.
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Her ii¢ bacak i¢in tespit edilen 21 aday gen, birinci bacakta 13 aday gen, ikinci
bacakta 10 aday gen ve {iglincii bacakta 10 aday gen olarak belirlenmistir. Tespit
edilen genler i¢inde bacaklar arasinda ortak olarak bulunan genler vardir. 1. ve
Ikinci bacakta 7 gen, 2. ve Ugiincii bacakta 4 gen 1. ve Ugiincii bacakta 4 gen ortak
olarak tespit edilmistir. Her i¢ bacak i¢in ortak olarak bulunan 3 gen bulunmaktadir.
Ortak olarak bulunan bu ii¢ gen CR43974, dhpr ve gce’dir. Her bacak i¢in ortak
olarak saptanan genlerle beraber farkli genlerinde saptanmis olmasi GENEL
BILGILER kisminda da ayrintil1 olarak bahsedildigi iizere her ii¢ bacaginda farkli
imajinal disklerden gelisiyor olmasindan kaynaklanmaktadir. Schubiger ve
arkadaslar tarafindan 2012 yilinda yayimlanan ¢alismada {i¢ bacak imajinal diski
ciftlerinin bacaklarin farklilagsmasi sirasinda iistlendikleri roller incelenmistir. Her
bacak ¢ifti imajinal diskten “uzayarak” organ haline donistiigiinde, morfolojik
olarak ikinci bacakla 6zdes olarak yola cikar. ilerleyen asamalarda ifade edilen
farkli genler araciligiyla kendi morfolojilerine dogru degisen bacaklar ayrica
iizerlerinde bulunan sensor yapida olan killar1 da kendilerine 6zgii bir diizen ve
saylda bulundururlar [29]. Tez kapsaminda gergeklestirilen analiz sonuglar1 bu
acidan degerlendirildiginde her ii¢ bacakta farkli aday genlerin goriilmesi, her ne
kadar bacaklar islevsel ve yapisal olarak ayni olsalar dahi, her birinin gerek kdken
aldiklar1 imajinal diskler agisindan farkli olmalar1 gerekse bacak gelisiminin
sonraki sathalar1 ac¢isindan farklt gen etkilesimleri cercevesinde gelisimini
tamamlamakta olduklarini diisiindiirtmektedir. Bugiine kadar her bir bacak imajinal
diskine 6zgii olan farkli gen etkilesimlerinin gergeklestigine dair literatiirde bilimsel
bir kanit bulunmamaktadir ve bu tez ¢caligmasinda her bir bacaga 6zgii olarak tespit
edilen aday genler yiiksek olasilikla bilinmeyen bu biyolojik fenomene dair ilk

kanitlara isaret etmektedir.

Aday genler arasinda her {i¢ bacak igin ortak olarak belirlenen gce geni bacaklarin
imajinal disklerden “uzayip” organ halini alacaklar1 satha olan pupasyon safhasinin
baslamasina sebep olacak juvenil hormonu aktif hale getirmede 6nemli bir gen
olarak ortaya konmustur [14, 36-38]. Her ii¢ bacakta da aday gen olarak ortaya
cikan gce geni gelisime ait kritik bir safthada kritik bir rol iistlenmektedir,
dolayisiyla her {i¢ bacak gelisimi agisindan da bu gene rastlanmasi gayet dogaldir

ve bacak gelisimi agisindan ne kadar 6nemli oldugunu gdstermektedir. Bunun yan
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sira, gce geni bacagin imajinal diskten evajine oldugu asamadan “uzayarak™ bir
organ haline gelmesi icin gereken juvenil hormonun aktivasyonu ile pupasyonu
tetiklemektedir ve bacak gelisimi lizerine yapilan ¢aligmalar icerisinde bu tez

caligmast dogrudan bir kanitin bulundugu ilk ¢alisma olma niteligini tasimaktadir.

Gergeklestirilen calisma sonucunda elde edilmis olan aday genler islevleri ve gorev
aldiklar1 mekanizmalar bakimindan ilgilenilen fenotipik 06zellikle dogrudan
iligkilidirler. Genom boyu iliskilendirme calismalarinda 6nem tasiyan dogal
varyasyonunun yarattig: kiiciik farkliliklar tez siiresince c¢alisilmis olan DGRP
soylari ile gergeklestirilen gaprazlardan elde edilen bireylere ait femur uzunlugu
ortalamalarina ait farklar incelendiginde agikga goriilmektedir (Sekil 4.8. — 4.10.).
Kontrol ve mutant ile ¢caprazlanmalar1 sonucunda femur uzunluklari agisindan her
soy caprazlar acgisindan farkli ortalamalar gostermistir. Soylarin bazilarinda mutant
caprazindan elde edilen femur uzunlugu ortalamalar1 daha biiytlik bir degere sahip
iken bazisinda kontrol soyuna ait femur uzunlugu ortalamalar1 daha biiyiik degere
sahiptir. Birka¢ soyda ise neredeyse kontrol soyu ve mutant soy ¢aprazlarina ait
femur uzunlugu ortalamalarinda bir fark yok gibidir. Bu farkliligin temel nedeni her
bir DGRP soyunun kendine 6zgii genetik altyapiya sahip olmasidir. Bu farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmalari sonucunda GWAS i¢in girdi olarak

kullanilmis ve yukarida belirtilen sonuglar elde edilmistir.

Tez galismasi sonucunda saptanan 21 adet Drosophila melanogaster geni femur
uzunlugu ile iligkili aday genler olarak sunulmaktadir ve Egfr geni disinda kalan 20
aday gen bacak gelisimi agisindan bugiine kadar ilk defa bu tez kapsaminda ortaya
konmustur. Bununla birlikte, farkli imajinal disklerden olusan bacaklarin organ
haline gelme siirecinde etkilesim gdsteren ortak genler ve bacaklara 6zgii genler ilk
defa bu tez kapsaminda ortaya konmustur. Her ii¢ bacak i¢in ortak aday gen olarak
paylasilan gce geninin bacak gelisimi ile olan iligskisine deginilen ilk ¢alisma yine
bu tez olarak literatiire kazandirilmigtir. Bu asamadan sonra yapilacak olan ilk is,
bu aday genlerin mutant soylarinin (piggyBac transpozonuyla miidahale edilmis

veya RNAi1 aracilifiyla susturulmus) temin edilerek validasyonlarimin
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gergeklestirilmesi ile gelisim biyolojisi literatiiriine yeni genler ve gen etkilesimleri

kazandirilmas1 olacaktir.
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EKLER

Ek-1 Kontrol Soyu x DGRP Soyu yavru déllerine ait femur uzunlugu 6zet
istatistikleri

Ek-1.1 Birinci bacaga ait 6zet istatistikler

DGRP Soyu N Ortalama Standart Sapma  Standart hata  +,- Giiven Araligi(%95)
100 15 0,516533 0,020248 0,005228 0,011213
105 15 0,520867 0,037405 0,009658 0,020714
129 15 0,537733 0,028184 0,007277 0,015608
136 15 0,523867 0,037307 0,009633 0,02066
138 14 0,562 0,022257 0,005948 0,012851
149 14 0,4895 0,021933 0,005862 0,012663
153 15 0,5726 0,025469 0,006576 0,014104
158 14 0,567214 0,014208 0,003797 0,008204
161 14 0,556786 0,015666 0,004187 0,009045
176 15 0,517 0,030256 0,007812 0,016755
177 13 0,556923 0,022205 0,006159 0,013419
181 15 0,529 0,023483 0,006063 0,013004
189 15 0,517333 0,029176 0,007533 0,016157
195 14 0,494571 0,017368 0,004642 0,010028
208 15 0,5542 0,019053 0,00492 0,010551
21 14 0,541714 0,024659 0,00659 0,014238
217 15 0,544667 0,024162 0,006239 0,013381
228 15 0,5234 0,036146 0,009333 0,020017
229 14 0,547214 0,026068 0,006967 0,015051
235 15 0,5414 0,030972 0,007997 0,017152
256 14 0,535071 0,013292 0,003553 0,007675
26 14 0,525643 0,037918 0,010134 0,021893
280 15 0,551667 0,026632 0,006876 0,014748
287 14 0,558929 0,015672 0,004189 0,009049
303 15 0,542067 0,019692 0,005084 0,010905
304 15 0,5 0,03752 0,009687 0,020778
307 11 0,567818 0,010088 0,003042 0,006777
31 15 0,544667 0,024982 0,00645 0,013835
310 13 0,551769 0,017234 0,00478 0,010415
315 14 0,575786 0,01741 0,004653 0,010052
318 13 0,526231 0,012676 0,003516 0,00766
319 15 0,532133 0,024515 0,00633 0,013576
32 15 0,572467 0,035731 0,009226 0,019787
320 15 0,514533 0,031291 0,008079 0,017328
335 15 0,5104 0,016604 0,004287 0,009195
340 14 0,536357 0,015829 0,00423 0,009139
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348 13 0,550923 0,014192 0,003936 0,008576
354 15 0,548 0,029343 0,007576 0,01625

356 15 0,538867 0,024023 0,006203 0,013304
357 14 0,537786 0,030062 0,008034 0,017357
359 15 0,561867 0,026848 0,006932 0,014868
360 15 0,5008 0,030112 0,007775 0,016676
361 15 0,518933 0,025982 0,006709 0,014388
362 14 0,510357 0,022204 0,005934 0,01282

365 15 0,544333 0,026191 0,006762 0,014504
367 15 0,564133 0,025136 0,00649 0,01392

371 15 0,539133 0,021827 0,005636 0,012087
379 15 0,581667 0,015272 0,003943 0,008457
380 15 0,548267 0,026475 0,006836 0,014661
382 14 0,558929 0,016031 0,004284 0,009256
383 13 0,523308 0,01551 0,004302 0,009373
385 15 0,556267 0,017331 0,004475 0,009597
386 15 0,5386 0,029813 0,007698 0,01651

391 14 0,542857 0,019926 0,005326 0,011505
392 15 0,540933 0,024218 0,006253 0,013411
397 15 0,511867 0,027378 0,007069 0,015161
399 13 0,534692 0,027663 0,007672 0,016716
40 15 0,530333 0,036984 0,009549 0,020481
409 15 0,540333 0,0175 0,004518 0,009691
41 15 0,530533 0,022344 0,005769 0,012374
42 15 0,5474 0,015445 0,003988 0,008553
427 15 0,566267 0,029853 0,007708 0,016532
437 14 0,544357 0,01538 0,004111 0,00888

439 14 0,556714 0,016877 0,004511 0,009745
441 14 0,538714 0,018718 0,005003 0,010808
443 15 0,536467 0,033338 0,008608 0,018462
45 15 0,5176 0,016269 0,004201 0,00901

461 15 0,5322 0,032116 0,008292 0,017785
491 15 0,533067 0,029752 0,007682 0,016476
505 14 0,5215 0,03345 0,00894 0,019313
508 15 0,500467 0,02134 0,00551 0,011818
509 11 0,521455 0,010848 0,003271 0,007288
513 14 0,536714 0,014871 0,003974 0,008586
517 15 0,5122 0,032437 0,008375 0,017963
528 14 0,479786 0,036007 0,009623 0,02079

530 15 0,540333 0,026917 0,00695 0,014906
535 14 0,547643 0,02602 0,006954 0,015023
551 15 0,5004 0,02066 0,005334 0,011441
555 15 0,555133 0,016583 0,004282 0,009183
584 15 0,5278 0,025596 0,006609 0,014175
589 14 0,553071 0,010535 0,002816 0,006083
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59 15 0,534067 0,036171 0,009339 0,020031
627 14 0,4855 0,029979 0,008012 0,017309
642 15 0,523533 0,027121 0,007003 0,015019
646 15 0,517667 0,035251 0,009102 0,019522
705 15 0,5666 0,026343 0,006802 0,014588
707 15 0,534333 0,025728 0,006643 0,014248
716 15 0,540467 0,030801 0,007953 0,017057
721 14 0,571857 0,0161 0,004303 0,009296
73 15 0,563133 0,025204 0,006508 0,013958
732 15 0,518867 0,026134 0,006748 0,014472
75 15 0,538667 0,018263 0,004715 0,010114
761 15 0,528133 0,014297 0,003692 0,007918
765 15 0,552533 0,024457 0,006315 0,013544
774 15 0,5356 0,023222 0,005996 0,01286

783 15 0,556133 0,033368 0,008616 0,018478
786 15 0,537333 0,019345 0,004995 0,010713
799 15 0,5506 0,028243 0,007292 0,015641
802 14 0,53 0,029292 0,007829 0,016912
804 14 0,505357 0,01991 0,005321 0,011496
805 15 0,563 0,024071 0,006215 0,01333

808 15 0,5532 0,02213 0,005714 0,012255
810 14 0,514286 0,025381 0,006783 0,014655
818 13 0,494462 0,021881 0,006069 0,013222
819 12 0,52725 0,015064 0,004349 0,009571
820 15 0,535467 0,023449 0,006054 0,012985
822 15 0,5144 0,020472 0,005286 0,011337
843 15 0,551533 0,034401 0,008882 0,01905

850 14 0,557857 0,015063 0,004026 0,008697
852 15 0,544867 0,022165 0,005723 0,012274
853 13 0,518692 0,016504 0,004578 0,009974
855 15 0,524 0,02834 0,007317 0,015694
861 15 0,545267 0,021976 0,005674 0,01217

890 15 0,5256 0,022475 0,005803 0,012446
892 15 0,5588 0,024255 0,006263 0,013432
897 15 0,541333 0,02089 0,005394 0,011568
900 15 0,566533 0,030289 0,007821 0,016773
907 15 0,533667 0,020873 0,005389 0,011559
91 15 0,505867 0,048656 0,012563 0,026945
911 15 0,5124 0,030671 0,007919 0,016985
913 15 0,509067 0,035389 0,009137 0,019598
93 15 0,5364 0,018665 0,004819 0,010337
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Ek-1.2 Ikinci bacaga ait dzet istatistikler

DGRP Soyu N Ortalama  Standart Sapma Standart hata  +,- Giiven Araligi(%95)
100 14 0,616286  0,029432 0,007866 0,016993
105 15 0,602067  0,04585 0,011838 0,025391
129 15 0,638133  0,044239 0,011423 0,024499
136 15 0,627 0,058089 0,014998 0,032168
138 13 0,679846  0,012456 0,003455 0,007527
149 10 0,5753 0,010573 0,003343 0,007563
153 15 0,6822 0,025868 0,006679 0,014325
158 14 0,676214 0,013768 0,00368 0,00795
161 15 0,650867  0,014065 0,003632 0,007789
176 15 0,614533  0,035256 0,009103 0,019524
177 15 0,6488 0,03982 0,010281 0,022051
181 15 0,623133  0,032571 0,00841 0,018037
189 14 0,611643  0,020772 0,005552 0,011993
195 15 0,579533  0,024576 0,006346 0,01361
208 15 0,6518 0,020723 0,005351 0,011476
21 15 0,631467  0,037217 0,009609 0,02061
217 15 0,640333  0,029222 0,007545 0,016183
228 15 0,6294 0,028995 0,007486 0,016057
229 15 0,626267  0,043409 0,011208 0,024039
235 15 0,635467  0,037119 0,009584 0,020556
256 15 0,612733  0,028141 0,007266 0,015584
26 14 0,629643  0,05274 0,014095 0,030451
280 14 0,665929  0,01906 0,005094 0,011005
287 15 0,666133  0,021967 0,005672 0,012165
303 15 0,651467  0,027435 0,007084 0,015193
304 14 0,584929  0,027866 0,007448 0,01609
307 12 0,685833  0,014333 0,004137 0,009107
31 15 0,637733  0,043892 0,011333 0,024307
310 14 0,659929  0,015969 0,004268 0,00922
315 15 0,695067  0,023879 0,006166 0,013224
318 14 0,620571  0,023071 0,006166 0,013321
319 15 0,622533  0,036651 0,009463 0,020296
32 15 0,679467  0,034426 0,008889 0,019064
320 15 0,593933  0,043396 0,011205 0,024032
335 15 0,5926 0,03705 0,009566 0,020517
340 14 0,635571  0,021263 0,005683 0,012277
348 14 0,6565 0,024735 0,006611 0,014281
354 14 0,662714  0,021117 0,005644 0,012192
356 15 0,6426 0,032919 0,0085 0,01823
357 14 0,656286  0,031634 0,008454 0,018265
359 14 0,664929  0,024291 0,006492 0,014025
360 15 0,595467  0,035118 0,009067 0,019448
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361 15 0,6094 0,02856 0,007374 0,015816
362 15 0,6056 0,028104 0,007256 0,015563
365 15 0,6514 0,034575 0,008927 0,019147
367 15 0,669533  0,022884 0,005909 0,012673
371 15 0,648467  0,027255 0,007037 0,015093
379 15 0,684933  0,010498 0,002711 0,005814
380 15 0,645533  0,030594 0,007899 0,016942
382 15 0,656667  0,02647 0,006835 0,014659
383 15 0,622467  0,025114 0,006484 0,013907
385 15 0,656267  0,021302 0,0055 0,011797
386 14 0,636643  0,017947 0,004797 0,010362
391 15 0,657133  0,029159 0,007529 0,016148
392 14 0,644571  0,023809 0,006363 0,013747
397 15 0,600467  0,030035 0,007755 0,016633
399 13 0,641769  0,021198 0,005879 0,01281
40 14 0,637429  0,041742 0,011156 0,024101
409 15 0,646933  0,021309 0,005502 0,0118
41 15 0,6414 0,030045 0,007758 0,016638
42 14 0,637357  0,020945 0,005598 0,012094
427 15 0,6724 0,037368 0,009648 0,020694
437 15 0,638 0,031666 0,008176 0,017536
439 14 0,657714  0,015005 0,00401 0,008663
441 15 0,638133  0,019078 0,004926 0,010565
443 15 0,625133  0,039887 0,010299 0,022089
45 14 0,599143  0,015073 0,004029 0,008703
461 15 0,622533  0,040414 0,010435 0,02238
491 15 0,640733  0,033139 0,008557 0,018352
505 14 0,623571  0,033017 0,008824 0,019063
508 14 0,587357  0,021735 0,005809 0,012549
509 14 0,619071  0,024034 0,006423 0,013877
513 14 0,650357  0,015911 0,004252 0,009187
517 13 0,608308  0,035241 0,009774 0,021296
528 15 0,581933  0,06554 0,016922 0,036295
530 15 0,634067  0,024552 0,006339 0,013596
535 15 0,6362 0,029479 0,007612 0,016325
551 15 0,588267  0,023906 0,006172 0,013239
555 14 0,667857  0,020034 0,005354 0,011567
584 13 0,631308  0,04412 0,012237 0,026661
589 15 0,658467  0,015287 0,003947 0,008466
59 15 0,637 0,042775 0,011044 0,023688
627 15 0,5804 0,045989 0,011874 0,025468
642 14 0,615786  0,027912 0,00746 0,016116
646 15 0,6134 0,041448 0,010702 0,022953
705 15 0,6728 0,03316 0,008562 0,018364
707 15 0,619133  0,029123 0,007519 0,016128
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716 15 0,633067  0,034302 0,008857 0,018996
721 13 0,676308  0,013913 0,003859 0,008407
73 15 0,661 0,03501 0,00904 0,019388
732 15 0,615267  0,032032 0,008271 0,017739
75 15 0,628467  0,016004 0,004132 0,008863
761 15 0,635667  0,01674 0,004322 0,00927
765 15 0,651467  0,027482 0,007096 0,015219
774 15 0,64 0,023797 0,006144 0,013178
783 15 0,646467  0,037561 0,009698 0,020801
786 14 0,642286  0,019566 0,005229 0,011297
799 14 0,642286  0,031504 0,00842 0,01819
802 14 0,620929  0,035521 0,009493 0,020509
804 14 0,597857  0,02352 0,006286 0,01358
805 14 0,671357  0,020971 0,005605 0,012108
808 13 0,677385  0,018945 0,005254 0,011449
810 15 0,607867  0,030703 0,007928 0,017003
818 14 0,589643  0,041217 0,011016 0,023798
819 15 0,628933  0,029632 0,007651 0,01641
820 15 0,644467  0,018692 0,004826 0,010352
822 15 0,607467  0,026787 0,006916 0,014834
843 15 0,649067  0,039727 0,010257 0,022
850 15 0,6478 0,021455 0,00554 0,011881
852 15 0,648667  0,028682 0,007406 0,015884
853 15 0,603867  0,03409 0,008802 0,018878
855 15 0,6276 0,03047 0,007867 0,016874
861 13 0,654538  0,027525 0,007634 0,016633
890 15 0,619867  0,029491 0,007614 0,016331
892 15 0,660733  0,035658 0,009207 0,019747
897 15 0,627333  0,040606 0,010484 0,022487
900 13 0,663462  0,035142 0,009747 0,021236
907 15 0,628533  0,019052 0,004919 0,010551
91 15 0,6008 0,047991 0,012391 0,026577
911 15 0,601867  0,035561 0,009182 0,019693
913 15 0,5958 0,039117 0,0101 0,021662
93 15 0,634067  0,029668 0,00766 0,01643
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Ek-1.3 Uciincii Bacaga ait 6zet istatistikler

DGRP Soyu N Ortalama  Standart Sapma Standart hata +,- Giiven Arali81(%95)
100 15 0,645267  0,030874 0,007972 0,017098
105 15 0,637667 0,053174 0,01373 0,029447
129 15 0,698133  0,035679 0,009212 0,019758
136 13 0,677923 0,037708 0,010458 0,022787
138 11 0,720636  0,008857 0,002671 0,005951
149 12 0,624083  0,020246 0,005845 0,012864
153 15 0,714467  0,029374 0,007584 0,016267
158 14 0,707786  0,017219 0,004602 0,009942
161 15 0,6866 0,016221 0,004188 0,008983
176 15 0,648667  0,02924 0,00755 0,016192
177 15 0,674867  0,0337 0,008701 0,018662
181 15 0,6418 0,031447 0,008119 0,017415
189 15 0,639533  0,032047 0,008274 0,017747
195 15 0,6132 0,03346 0,008639 0,01853
208 15 0,680067  0,023918 0,006176 0,013245
21 15 0,657133  0,04192 0,010824 0,023214
217 15 0,6808 0,033923 0,008759 0,018786
228 11 0,646545  0,010034 0,003025 0,006741
229 15 0,662733  0,043406 0,011207 0,024037
235 14 0,675143  0,030422 0,008131 0,017565
256 15 0,650267  0,026302 0,006791 0,014565
26 14 0,663571  0,048764 0,013033 0,028156
280 15 0,681467  0,0277 0,007152 0,01534
287 15 0,700067  0,030198 0,007797 0,016723
303 15 0,679333  0,03122 0,008061 0,017289
304 14 0,616143  0,027983 0,007479 0,016157
307 12 0,709333  0,018002 0,005197 0,011438
31 14 0,680857  0,032043 0,008564 0,018501
310 13 0,675 0,015335 0,004253 0,009267
315 15 0,717933  0,019267 0,004975 0,01067
318 15 0,652533  0,028573 0,007377 0,015823
319 15 0,660867  0,03694 0,009538 0,020457
32 15 0,708333  0,0297 0,007669 0,016447
320 15 0,624133  0,041521 0,010721 0,022993
335 15 0,624467  0,030194 0,007796 0,016721
340 12 0,67575 0,007399 0,002136 0,004701
348 14 0,689357  0,035389 0,009458 0,020433
354 15 0,684467  0,028982 0,007483 0,01605
356 15 0,673333  0,03782 0,009765 0,020944
357 15 0,674133 0,043118 0,011133 0,023878
359 14 0,685071  0,030052 0,008032 0,017352
360 14 0,612 0,035131 0,009389 0,020284
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361 15 0,6366 0,031482 0,008129 0,017434
362 15 0,623 0,027092 0,006995 0,015003
365 15 0,671533  0,035645 0,009203 0,019739
367 14 0,689429  0,018475 0,004938 0,010667
371 15 0,678133  0,036804 0,009503 0,020382
379 15 0,711333  0,013963 0,003605 0,007732
380 15 0,6852 0,034089 0,008802 0,018878
382 15 0,692067  0,0294 0,007591 0,016281
383 13 0,655615  0,021073 0,005845 0,012735
385 14 0,673857  0,021129 0,005647 0,0122
386 14 0,655214  0,02231 0,005963 0,012881
391 15 0,681133  0,023006 0,00594 0,01274
392 15 0,673733  0,025166 0,006498 0,013937
397 15 0,629933  0,041291 0,010661 0,022866
399 13 0,655077  0,028733 0,007969 0,017363
40 15 0,659867  0,04741 0,012241 0,026255
409 15 0,6672 0,019072 0,004924 0,010562
41 15 0,6512 0,030003 0,007747 0,016615
42 15 0,6718 0,031537 0,008143 0,017465
427 15 0,687933  0,045167 0,011662 0,025013
437 15 0,660733  0,03107 0,008022 0,017206
439 15 0,6884 0,029004 0,007489 0,016062
441 15 0,672067  0,025681 0,006631 0,014221
443 15 0,6442 0,040855 0,010549 0,022625
45 15 0,634 0,02779 0,007175 0,01539
461 15 0,644733  0,041268 0,010655 0,022854
491 14 0,661929  0,028693 0,007669 0,016567
505 13 0,649308  0,033895 0,009401 0,020483
508 13 0,610154  0,02293 0,00636 0,013857
509 15 0,648067  0,034741 0,00897 0,019239
513 15 0,668733  0,024708 0,00638 0,013683
517 15 0,628067  0,034032 0,008787 0,018847
528 15 0,603267  0,061433 0,015862 0,034021
530 15 0,6574 0,028797 0,007435 0,015947
535 15 0,679933  0,024417 0,006305 0,013522
551 15 0,627467  0,022956 0,005927 0,012713
555 14 0,715429  0,017684 0,004726 0,01021
584 15 0,654267  0,042069 0,010862 0,023297
589 15 0,682667  0,015527 0,004009 0,008599
59 14 0,677714  0,033463 0,008943 0,019321
627 15 0,6024 0,046584 0,012028 0,025798
642 15 0,631 0,034368 0,008874 0,019032
646 15 0,628933  0,041861 0,010808 0,023182
705 15 0,709867  0,036144 0,009332 0,020016
707 15 0,642933  0,027613 0,00713 0,015292
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716 15 0,6486 0,035554 0,00918 0,019689
721 12 0,701417  0,008918 0,002575 0,005666
73 13 0,693846  0,018027 0,005 0,010894
732 12 0,658083  0,027622 0,007974 0,01755

75 15 0,6502 0,029385 0,007587 0,016273
761 15 0,650267  0,024306 0,006276 0,01346

765 14 0,690071  0,022071 0,005899 0,012744
774 15 0,663667  0,030796 0,007951 0,017054
783 15 0,6844 0,040564 0,010473 0,022463
786 15 0,652067  0,01812 0,004679 0,010035
799 15 0,675733  0,041788 0,01079 0,023141
802 14 0,635071  0,041396 0,011063 0,023901
804 13 0,624154  0,013215 0,003665 0,007986
805 15 0,7042 0,025512 0,006587 0,014128
808 13 0,687923  0,024646 0,006835 0,014893
810 15 0,6308 0,028929 0,007469 0,01602

818 15 0,611 0,038111 0,00984 0,021105
819 15 0,648867  0,025931 0,006695 0,01436

820 14 0,680786  0,0209 0,005586 0,012067
822 15 0,633067  0,023822 0,006151 0,013192
843 15 0,679267  0,032947 0,008507 0,018245
850 15 0,681733  0,02204 0,005691 0,012206
852 15 0,686667  0,031724 0,008191 0,017568
853 14 0,632429  0,026416 0,00706 0,015252
855 15 0,648 0,033618 0,00868 0,018617
861 15 0,6736 0,033939 0,008763 0,018795
890 15 0,6444 0,024611 0,006354 0,013629
892 15 0,6962 0,049256 0,012718 0,027277
897 14 0,663786  0,018141 0,004848 0,010474
900 14 0,695429  0,030381 0,00812 0,017542
907 15 0,645533  0,027454 0,007088 0,015203
91 15 0,619467  0,042366 0,010939 0,023461
911 15 0,628867  0,040822 0,01054 0,022606
913 15 0,614733  0,041505 0,010716 0,022985
93 14 0,649214  0,016577 0,00443 0,009571
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Ek-2 Mutant Soyu x DGRP Soyu yavru dollerine ait femur uzunlugu 6zet
istatistikleri

Ek-2.1 Birinci bacaga ait 6zet istatistikler

DGRP Soyu N Ortalama Standart Sapma Standart hata  +,- Giiven Aralig1(%95)
100 15 0,5322 0,024777 0,006397 0,013721
105 14 0,528286 0,027438 0,007333 0,015842
129 14 0,575 0,012348 0,0033 0,007129
136 15 0,5696 0,017166 0,004432 0,009506
138 12 0,54775 0,008081 0,002333 0,005134
149 12 0,558 0,012045 0,003477 0,007653
153 14 0,565786 0,015851 0,004236 0,009152
158 12 0,5545 0,01737 0,005014 0,011037
161 14 0,536214 0,013273 0,003547 0,007664
176 15 0,547 0,026989 0,006969 0,014946
177 15 0,566 0,02251 0,005812 0,012466
181 15 0,513 0,019365 0,005 0,010724
189 14 0,537286 0,026531 0,007091 0,015319
195 15 0,570533 0,014885 0,003843 0,008243
208 14 0,545857 0,01419 0,003792 0,008193
21 15 0,521 0,029878 0,007715 0,016546
217 15 0,539533 0,019668 0,005078 0,010892
228 15 0,5104 0,026688 0,006891 0,014779
229 15 0,558 0,013175 0,003402 0,007296
235 15 0,548067 0,029958 0,007735 0,01659
256 14 0,529571 0,020459 0,005468 0,011813
26 15 0,545933 0,021688 0,0056 0,01201
280 13 0,565077 0,008921 0,002474 0,005391
287 15 0,529733 0,02694 0,006956 0,014919
303 15 0,528333 0,030512 0,007878 0,016897
304 15 0,560267 0,019532 0,005043 0,010816
307 15 0,518933 0,03063 0,007909 0,016962
31 15 0,5476 0,027941 0,007214 0,015473
310 15 0,561533 0,021223 0,00548 0,011753
315 15 0,5804 0,015315 0,003954 0,008481
318 14 0,5615 0,017395 0,004649 0,010043
319 15 0,536667 0,023787 0,006142 0,013173
32 14 0,575 0,012896 0,003447 0,007446
320 15 0,540533 0,0179 0,004622 0,009913
335 14 0,521286 0,016936 0,004526 0,009779
340 15 0,568733 0,041308 0,010666 0,022876
348 15 0,564867 0,026194 0,006763 0,014506
354 15 0,517933 0,040565 0,010474 0,022464
356 15 0,522733 0,026767 0,006911 0,014823
357 15 0,567133 0,013794 0,003562 0,007639
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359 15 0,540733 0,036045 0,009307 0,019961
360 15 0,529733 0,038561 0,009956 0,021354
361 15 0,5592 0,016653 0,0043 0,009222
362 15 0,518 0,037285 0,009627 0,020648
365 15 0,528333 0,029949 0,007733 0,016585
367 15 0,546333 0,032717 0,008447 0,018118
371 15 0,526133 0,033532 0,008658 0,01857

379 15 0,561 0,028822 0,007442 0,015961
380 15 0,540467 0,014832 0,00383 0,008214
382 14 0,529 0,013237 0,003538 0,007643
383 13 0,478538 0,016771 0,004651 0,010135
385 12 0,559667 0,010003 0,002888 0,006356
386 15 0,5278 0,022619 0,00584 0,012526
391 14 0,550857 0,009122 0,002438 0,005267
392 14 0,564429 0,017814 0,004761 0,010286
397 15 0,57 0,022003 0,005681 0,012185
399 14 0,536786 0,020234 0,005408 0,011683
40 14 0,572143 0,015913 0,004253 0,009188
409 15 0,565267 0,016499 0,00426 0,009137
41 15 0,550733 0,02478 0,006398 0,013723
42 13 0,593308 0,025141 0,006973 0,015192
427 14 0,561786 0,022682 0,006062 0,013096
437 15 0,537867 0,032144 0,0083 0,017801
439 15 0,559933 0,022727 0,005868 0,012586
441 14 0,572 0,031705 0,008474 0,018306
443 14 0,517 0,021722 0,005805 0,012542
45 15 0,534333 0,012402 0,003202 0,006868
461 13 0,557154 0,019891 0,005517 0,01202

491 15 0,562333 0,027521 0,007106 0,01524

505 10 0,5377 0,023716 0,0075 0,016966
508 14 0,552786 0,017463 0,004667 0,010083
509 15 0,527533 0,036922 0,009533 0,020447
513 13 0,551462 0,01728 0,004793 0,010442
517 15 0,533867 0,025964 0,006704 0,014378
528 15 0,5096 0,026854 0,006934 0,014871
530 15 0,542667 0,027336 0,007058 0,015138
535 15 0,546133 0,020371 0,00526 0,011281
551 15 0,5504 0,020416 0,005271 0,011306
555 15 0,485733 0,051348 0,013258 0,028436
584 15 0,5514 0,014247 0,003679 0,00789

589 13 0,537769 0,020697 0,00574 0,012507
59 15 0,527133 0,021387 0,005522 0,011844
627 15 0,483867 0,039867 0,010294 0,022078
642 15 0,540267 0,027499 0,0071 0,015229
646 15 0,535267 0,030551 0,007888 0,016918
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705 14 0,562857 0,019693 0,005263 0,011371
707 15 0,537067 0,031662 0,008175 0,017534
716 14 0,498429 0,028408 0,007592 0,016402
721 15 0,541 0,04221 0,010899 0,023375
73 15 0,5244 0,024477 0,00632 0,013555
732 15 0,558533 0,025258 0,006522 0,013988
75 12 0,563583 0,017053 0,004923 0,010835
761 14 0,549714 0,023863 0,006378 0,013778
765 15 0,5498 0,032729 0,008451 0,018125
774 15 0,541133 0,046094 0,011902 0,025526
783 15 0,535933 0,038983 0,010065 0,021588
786 15 0,550133 0,020357 0,005256 0,011273
799 15 0,507867 0,033588 0,008672 0,0186
802 12 0,535417 0,025532 0,007371 0,016222
804 14 0,549929 0,016675 0,004457 0,009628
805 15 0,575533 0,016953 0,004377 0,009388
808 15 0,5696 0,023049 0,005951 0,012764
810 15 0,557667 0,016902 0,004364 0,00936
818 14 0,521714 0,029697 0,007937 0,017147
819 15 0,572933 0,02194 0,005665 0,01215
820 15 0,545133 0,015747 0,004066 0,008721
822 15 0,549933 0,025603 0,006611 0,014178
843 15 0,498 0,025876 0,006681 0,01433
850 15 0,517267 0,028318 0,007312 0,015682
852 15 0,555 0,0362 0,009347 0,020047
853 15 0,525067 0,027374 0,007068 0,015159
855 13 0,543769 0,012451 0,003453 0,007524
861 15 0,522 0,044152 0,0114 0,024451
890 15 0,5448 0,026358 0,006806 0,014597
892 15 0,542533 0,027529 0,007108 0,015245
897 15 0,580067 0,021056 0,005437 0,01166
900 15 0,5524 0,030274 0,007817 0,016765
907 14 0,536929 0,015112 0,004039 0,008726
91 15 0,510467 0,058243 0,015038 0,032254
911 14 0,530857 0,042511 0,011362 0,024545
913 15 0,508 0,034639 0,008944 0,019182
93 15 0,5662 0,032241 0,008324 0,017854
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Ek 2.2 Ikinci bacaga ait dzet istatistikler

DGRP Soyu N Ortalama  Standart Sapma  Standart hata  +,- Giiven Arali81(%95)

100 15 0,628467  0,032549 0,008404 0,018025
105 14 0,621429  0,030043 0,008029 0,017346
129 14 0,684857  0,012409 0,003316 0,007165
136 15 0,670867  0,017275 0,00446 0,009566
138 15 0,6492 0,027454 0,007089 0,015204
149 15 0,639067  0,03332 0,008603 0,018452
153 15 0,667333  0,030404 0,00785 0,016837
158 15 0,647267  0,037558 0,009698 0,020799
161 14 0,635643  0,013159 0,003517 0,007598
176 15 0,6496 0,034425 0,008889 0,019064
177 13 0,687 0,016078 0,004459 0,009716
181 15 0,603133  0,02154 0,005562 0,011929
189 15 0,627067  0,032239 0,008324 0,017853
195 14 0,677143  0,015835 0,004232 0,009143
208 15 0,634533  0,016703 0,004313 0,00925
21 15 0,615467  0,030624 0,007907 0,016959
217 15 0,629867  0,01369 0,003535 0,007581
228 15 0,603933  0,02349 0,006065 0,013008
229 14 0,681643  0,013018 0,003479 0,007517
235 10 0,6569 0,008736 0,002763 0,00625
256 14 0,624857  0,02139 0,005717 0,01235
26 11 0,668545  0,008067 0,002432 0,005419
280 15 0,695 0,015348 0,003963 0,0085
287 15 0,6268 0,028443 0,007344 0,015751
303 15 0,626267  0,038466 0,009932 0,021302
304 15 0,656133  0,018719 0,004833 0,010366
307 14 0,608714  0,029048 0,007763 0,016772
31 15 0,649267  0,031201 0,008056 0,017278
310 14 0,672071  0,014079 0,003763 0,008129
315 15 0,6858 0,017498 0,004518 0,00969
318 14 0,672143  0,020316 0,00543 0,01173
319 15 0,634133  0,030745 0,007938 0,017026
32 13 0,692692  0,011636 0,003227 0,007032
320 14 0,645571  0,021205 0,005667 0,012243
335 14 0,609357  0,02059 0,005503 0,011888
340 15 0,670933  0,046201 0,011929 0,025585
348 15 0,6682 0,034306 0,008858 0,018998
354 15 0,612533  0,048847 0,012612 0,02705
356 13 0,625308  0,022388 0,006209 0,013529
357 15 0,676533  0,016017 0,004136 0,00887
359 15 0,6422 0,040036 0,010337 0,022171
360 15 0,626067  0,045769 0,011817 0,025346

86



361 15 0,6616 0,023058 0,005954 0,012769
362 15 0,6188 0,04243 0,010955 0,023497
365 15 0,626333  0,030912 0,007981 0,017118
367 15 0,631867  0,03937 0,010165 0,021802
371 15 0,618667  0,043434 0,011215 0,024053
379 15 0,6606 0,0328 0,008469 0,018164
380 15 0,6374 0,014545 0,003755 0,008054
382 15 0,626467  0,020832 0,005379 0,011536
383 13 0,571846  0,025842 0,007167 0,015616
385 13 0,665846  0,015593 0,004325 0,009423
386 15 0,615 0,019982 0,005159 0,011066
391 15 0,642867  0,015811 0,004082 0,008756
392 14 0,664571  0,022114 0,00591 0,012768
397 14 0,680214  0,024407 0,006523 0,014092
399 15 0,643133  0,02952 0,007622 0,016347
40 14 0,684929  0,020623 0,005512 0,011907
409 15 0,6698 0,030625 0,007907 0,01696

41 15 0,662467  0,023727 0,006126 0,01314

42 12 0,708083  0,014438 0,004168 0,009173
427 14 0,670214  0,030682 0,0082 0,017716
437 15 0,6388 0,044235 0,011421 0,024497
439 15 0,665 0,025295 0,006531 0,014008
441 14 0,667786  0,036579 0,009776 0,02112

443 15 0,615933  0,034423 0,008888 0,019063
45 15 0,6348 0,016271 0,004201 0,009011
461 15 0,650067  0,035812 0,009247 0,019832
491 15 0,6672 0,029248 0,007552 0,016197
505 13 0,639231  0,027368 0,007591 0,016539
508 14 0,636929  0,019289 0,005155 0,011137
509 15 0,618 0,039785 0,010272 0,022032
513 13 0,660615  0,022355 0,0062 0,013509
517 15 0,629267  0,034263 0,008847 0,018974
528 15 0,611133  0,02477 0,006396 0,013717
530 15 0,641867  0,039858 0,010291 0,022073
535 15 0,637667  0,023005 0,00594 0,01274

551 15 0,648867  0,024833 0,006412 0,013752
555 15 0,571067  0,058061 0,014991 0,032153
584 15 0,6524 0,028745 0,007422 0,015918
589 12 0,632333  0,019009 0,005487 0,012078
59 15 0,628533  0,02554 0,006594 0,014143
627 15 0,5662 0,046137 0,011912 0,02555

642 15 0,635533  0,025576 0,006604 0,014163
646 15 0,629133  0,042823 0,011057 0,023715
705 14 0,662714  0,023782 0,006356 0,013732
707 15 0,635733  0,037557 0,009697 0,020798
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716 14 0,596429  0,036407 0,00973 0,021021
721 15 0,6372 0,051757 0,013363 0,028662
73 15 0,619267  0,034219 0,008835 0,01895

732 15 0,667 0,024281 0,006269 0,013446
75 15 0,654067  0,042143 0,010881 0,023338
761 13 0,653769  0,013103 0,003634 0,007918
765 15 0,648467  0,040028 0,010335 0,022167
774 14 0,638071  0,037991 0,010153 0,021935
783 15 0,632867  0,04024 0,01039 0,022284
786 15 0,656733  0,025902 0,006688 0,014344
799 15 0,603667  0,036796 0,009501 0,020377
802 15 0,615 0,044507 0,011492 0,024647
804 14 0,656643  0,019743 0,005277 0,011399
805 14 0,698357  0,021678 0,005794 0,012517
808 15 0,676467  0,032366 0,008357 0,017924
810 15 0,665067  0,017194 0,00444 0,009522
818 13 0,631923  0,02994 0,008304 0,018093
819 15 0,672467  0,022866 0,005904 0,012663
820 15 0,642533  0,023597 0,006093 0,013068
822 14 0,660929  0,023404 0,006255 0,013513
843 15 0,5902 0,035722 0,009223 0,019782
850 15 0,612733  0,02986 0,00771 0,016536
852 15 0,663733  0,037082 0,009575 0,020535
853 15 0,610733  0,036621 0,009455 0,02028

855 13 0,642769  0,017987 0,004989 0,010869
861 15 0,623667  0,04446 0,011479 0,024621
890 15 0,643667  0,0375 0,009682 0,020767
892 15 0,6518 0,029005 0,007489 0,016063
897 15 0,688267  0,027624 0,007132 0,015297
900 15 0,652267  0,037604 0,009709 0,020824
907 15 0,627133  0,023955 0,006185 0,013266
91 15 0,6062 0,061267 0,015819 0,033928
911 14 0,639286  0,046448 0,012414 0,026818
913 15 0,6024 0,040755 0,010523 0,022569
93 15 0,6686 0,036394 0,009397 0,020154
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Ek-2.3 Ugiincii bacak icin 6zet istatistikler

Standart

DGRP Soyu N Ortalama  Sapma Standart hata +,- Giiven Araligi1(%95)
100 15 0,6546 0,03912 0,010101 0,021664
105 14 0,645571  0,035084 0,009377 0,020257
129 12 0,708167  0,007506 0,002167 0,004769
136 15 0,690933  0,016499 0,00426 0,009137
138 12 0,676083  0,014286 0,004124 0,009077
149 14 0,668786  0,028566 0,007635 0,016494
153 14 0,7055 0,029966 0,008009 0,017302
158 15 0,662867  0,031997 0,008262 0,01772
161 15 0,658933  0,020084 0,005186 0,011122
176 15 0,674267  0,03666 0,009465 0,020301
177 14 0,702214  0,024981 0,006676 0,014423
181 15 0,617733  0,022717 0,005866 0,01258
189 15 0,644133  0,034889 0,009008 0,019321
195 14 0,690643  0,022524 0,00602 0,013005
208 15 0,6652 0,025395 0,006557 0,014063
21 14 0,640286  0,029335 0,00784 0,016937
217 15 0,658467  0,020598 0,005318 0,011407
228 15 0,628533  0,029481 0,007612 0,016326
229 12 0,687 0,008045 0,002322 0,005112
235 15 0,679133  0,034353 0,00887 0,019024
256 14 0,643571  0,022363 0,005977 0,012912
26 14 0,687929  0,020193 0,005397 0,011659
280 15 0,711533  0,009078 0,002344 0,005027
287 15 0,637667  0,032697 0,008442 0,018107
303 15 0,641133  0,036451 0,009412 0,020186
304 15 0,6794 0,02431 0,006277 0,013462
307 14 0,625143  0,022491 0,006011 0,012986
31 15 0,666667  0,039262 0,010137 0,021743
310 15 0,6872 0,02286 0,005903 0,01266
315 15 0,708733  0,015021 0,003878 0,008318
318 13 0,682385 0,013351 0,003703 0,008068
319 15 0,6528 0,030672 0,007919 0,016985
32 15 0,7138 0,02286 0,005903 0,01266
320 15 0,654267  0,030897 0,007978 0,01711
335 14 0,624429  0,023313 0,006231 0,013461
340 15 0,695 0,047292 0,012211 0,02619
348 15 0,684667  0,040718 0,010513 0,022549
354 15 0,639733  0,042353 0,010936 0,023454
356 14 0,638 0,032232 0,008614 0,01861
357 14 0,690786  0,014482 0,00387 0,008361
359 15 0,659933  0,046044 0,011889 0,025498
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360 15 0,6484 0,044622 0,011521 0,024711
361 15 0,677267  0,017742 0,004581 0,009825
362 15 0,638267  0,041294 0,010662 0,022868
365 15 0,645267  0,031217 0,00806 0,017287
367 15 0,657733  0,041608 0,010743 0,023042
371 15 0,644733  0,053759 0,013881 0,029771
379 15 0,695267  0,033255 0,008587 0,018416
380 15 0,657533  0,023991 0,006194 0,013286
382 15 0,6496 0,025182 0,006502 0,013945
383 12 0,582 0,012158 0,00351 0,007725
385 15 0,6786 0,029959 0,007735 0,016591
386 15 0,631 0,023498 0,006067 0,013013
391 15 0,668933  0,015276 0,003944 0,008459
392 15 0,6766 0,021964 0,005671 0,012163
397 15 0,691933  0,032378 0,00836 0,01793

399 15 0,669733  0,029023 0,007494 0,016073
40 14 0,72 0,019635 0,005248 0,011337
409 15 0,696667  0,033574 0,008669 0,018593
41 15 0,692067  0,030278 0,007818 0,016768
42 12 0,748417  0,019824 0,005723 0,012596
427 14 0,688214  0,033352 0,008914 0,019257
437 15 0,666067  0,041546 0,010727 0,023007
439 15 0,692067  0,026097 0,006738 0,014452
441 14 0,691786  0,040499 0,010824 0,023384
443 15 0,634667  0,030206 0,007799 0,016727
45 15 0,653467  0,01405 0,003628 0,007781
461 15 0,668867  0,041003 0,010587 0,022707
491 15 0,691867  0,023579 0,006088 0,013058
505 14 0,657643  0,027559 0,007365 0,015912
508 15 0,661333  0,023175 0,005984 0,012834
509 15 0,643733  0,037132 0,009587 0,020563
513 13 0,683692  0,020295 0,005629 0,012264
517 15 0,658267  0,036962 0,009544 0,020469
528 15 0,6318 0,027798 0,007177 0,015394
530 15 0,653067  0,038336 0,009898 0,02123

535 15 0,664067  0,01998 0,005159 0,011065
551 15 0,678267  0,025921 0,006693 0,014355
555 15 0,603533  0,06482 0,016737 0,035896
584 15 0,6664 0,024192 0,006246 0,013397
589 13 0,655154  0,027718 0,007688 0,01675

59 13 0,659923  0,015676 0,004348 0,009473
627 15 0,5992 0,04979 0,012856 0,027573
642 15 0,672267  0,031522 0,008139 0,017456
646 15 0,6464 0,044226 0,011419 0,024492
705 14 0,694286  0,031301 0,008366 0,018073
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707 15 0,657933  0,040903 0,010561 0,022651
716 15 0,606267  0,035103 0,009064 0,019439
721 15 0,655467  0,055424 0,01431 0,030693
73 15 0,644533  0,034973 0,00903 0,019368
732 14 0,689786  0,025277 0,006756 0,014595
75 14 0,668357  0,036936 0,009871 0,021326
761 15 0,6704 0,02517 0,006499 0,013939
765 15 0,673467  0,044686 0,011538 0,024746
774 13 0,672308  0,033723 0,009353 0,020379
783 15 0,664733  0,047072 0,012154 0,026068
786 14 0,684214  0,019997 0,005344 0,011546
799 15 0,628933  0,03991 0,010305 0,022101
802 12 0,663917  0,013426 0,003876 0,008531
804 15 0,6762 0,028051 0,007243 0,015534
805 14 0,7275 0,017395 0,004649 0,010043
808 15 0,6996 0,025887 0,006684 0,014336
810 15 0,6838 0,019749 0,005099 0,010937
818 12 0,65375 0,021448 0,006192 0,013627
819 13 0,696231  0,014388 0,003991 0,008695
820 13 0,674077  0,013769 0,003819 0,00832

822 15 0,692067  0,0326 0,008417 0,018053
843 15 0,609667  0,0313 0,008082 0,017333
850 15 0,632667  0,03565 0,009205 0,019743
852 15 0,692933  0,043257 0,011169 0,023955
853 15 0,6366 0,03725 0,009618 0,020628
855 15 0,678733  0,031804 0,008212 0,017612
861 15 0,6406 0,045596 0,011773 0,02525

890 15 0,658933  0,035784 0,009239 0,019817
892 14 0,680786  0,029237 0,007814 0,016881
897 14 0,700714  0,017233 0,004606 0,00995

900 15 0,673933  0,037826 0,009767 0,020947
907 15 0,6544 0,025837 0,006671 0,014308
91 15 0,635733  0,070812 0,018284 0,039214
911 14 0,665786  0,04947 0,013221 0,028563
913 15 0,614867  0,041045 0,010598 0,02273

93 15 0,691467  0,039544 0,01021 0,021899
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