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Oz

Cavdar (Secale cereale L.) 1RS kromozom kolu, ekmeklik bugdayda (Triticum
aestivum L.) hastalik dayanimi, verim ve stres toleransi agisindan 6nemli bir gen kaynagidir.
Bundan dolay1 bu ¢aligmanin amaci, Kriszta ¢cavdar ¢esidi kdkenli 1BL.1RS translokasyonuna
sahip Mv179 ekmeklik bugday hattinin 1RS kromozom kolunu sekanslamak, bu bolgeyi bugday
ve ¢avdar genomlariyla karsilastirmak ve 1RS koluna 6zgii DNA markorleri gelistirmektir.

Bu kapsamda Mv179 1BL.1RS kromozomu "de novo" sekans birlestirme (de novo
assembly), tekrar analizi, homoloji karsilagtirmalari, varyant ¢agirimi ve fonksiyonel anotasyon
basamaklarini igeren biitiinciil bir yaklasimla ayrintili olarak karakterize edilmistir. Elde edilen
bulgular, 1RS kisa kolunun yiiksek oranda LTR retrotranspozon igeren heterokromatik yapisini
korudugunu ve Ty3/Gypsy ile Tyl/Copia siiper ailelerinin bu bolgede baskin oldugunu
gostermistir. Homoloji ve anotasyon analizleri, 1BL.1RS kromozomunda hem bugday 1B hem
de cavdar 1R kromozomlarindan tasinan, metabolik siiregler, sinyal iletimi, stres yanit1 ve
savunma mekanizmalartyla iligkili genis bir gen repertuvarinin yer aldigini ortaya koymustur.

NLR genlerinin filogenetik analizi, Mv179 1BL.1RS kromozomunun 1 RS bolgesindeki
birgok genin ¢avdar NLR genlerine ve bilinen dayaniklilik genlerine (6r. Lr21, Pm2, Sr21, Lr34,
Yr36, Pm21, Sr35, Sr50) filogenetik olarak yakin konumlandigim gostermistir. Bu sonug, 1RS
kolunda yeni dayaniklilik allellerinin bulunabilecegini gostermistir. Mv179 1RS bolgesine 6zgii
varyantlara dayanarak gelistirilen 30 adet InDel primeri ¢iftinin 24’{ giivenilir bulunmus, bu
markorlerin 18’1 genetik cesitliligi belirlemede ve 6’s1 yalmizca 1BL.1RS translokasyonunun
dogrulanmasinda etkili oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile 1RS kromozomunun sekans bilgisi elde edilmis, bu
bolgenin abiyotik ve biyotik stres faktorleri karsisinda bugday islahinda kullanilabilirligi
degerlendirilmis ve bu gen kaynaginin ekmeklik bugday 1slah1 programlarinda hizli ve etkin
bigimde degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmustir.

Anahtar kelimeler: Bugday, sekans, markdr, translokasyon, cavdar
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ABSTRACT

The 1RS chromosome arm of rye (Secale cereale L.) is an important genetic source for
improving disease resistance, yield, and stress tolerance in bread wheat (Triticum aestivum L.).
The aim of this study was to sequence the 1RS chromosome arm of the bread wheat line Mv179,
which carries a Kriszta rye-derived 1BL.1RS translocation, to compare this region with wheat
and rye genomes, and to develop DNA markers specific to the 1RS arm.

In this context, the Mv179 1BL.1RS chromosome was comprehensively characterized
through an integrated approach including de novo sequence assembly, repeat analysis,
homology comparison, variant calling, and functional annotation. The results revealed that the
IRS short arm retained its heterochromatic structure, rich in LTR retrotransposons, with the
Ty3/Gypsy and Tyl/Copia superfamilies being predominant in this region. Homology and
annotation analyses showed that the 1BL.1RS chromosome contained a wide repertoire of genes
originating from both wheat 1B and rye 1R chromosomes, associated with metabolic processes,
signal transduction, stress response, and defense mechanisms.

Phylogenetic analysis of NLR genes indicated that many genes from the Mv179 1RS
region of the 1BL.IRS chromosome were closely related to rye NLR genes and known
resistance genes (e.g., Lr21, Pm2,Sr21, Lr34, Yr36, Pm21, Sr35, Sr50), suggesting the presence
of novel resistance alleles within the 1RS arm. Based on Mv179-specific variants, 30 InDel
primer pairs were developed, 24 of which were validated as reliable markers. Among them, 18
were effective in detecting genetic diversity, while 6 were specific for confirming the presence
of the 1BL.1RS translocation.

In conclusion, this study generated the sequence information of the 1RS chromosome,
evaluated the potential use of this region in wheat breeding under abiotic and biotic stress
factors, and demonstrated that this genetic resource should be rapidly and effectively utilized in
bread wheat improvement programs.

Keywords: Wheat, sequence, marker, translocation, rye
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1. GIRiS

Bugday ‘Verimli Hilal’ olarak adlandirilan (Tiirkiye’nin Giineydogusu, Irak, iran, Suriye,
Filistin, Israil ve Urdiin) bolgede ‘avci toplayict’ seklinde yasayan bir grup insan tarafindan
yetistirilmeye baslanmig ve yaklasik 12 bin yil 6nce ilk defa kiiltiire alinmigtir (Salamini ve ark.,
2002). Tahil tiirlerinin yabani atalart olan yabani bugdaylar (7riticum urartu, T. boeoticum ve T.
dicoccoides), yabani arpa (Hordeum spontaneum) ve yabani ¢avdar (Secale vavilovii) “Verimli Hilal”
bolgesinde dagilim gostermistir (Salamini ve ark., 2002). Kiiltiirii yapilan bugdaylar; diploid (7.
monococcum ssp. monococcum (2n=14, AA)), tetraploid ((7. turgidum ssp. dicoccoides (2n=28,
AABB) ve T timopheevii (2n=28, AAGG)) ve hekzaploid (7. aestivum (2n=42, AABBDD)) olarak
iic grup altinda toplanir. Ekmeklik bugday yaklasik 10 bin yil 6nce insanlar tarafindan kiiltiire
alimus, bugiine kadar yapilan seleksiyon ve 1slahin sonucunda giiniimiize kadar gelmistir (Brown ve
ark., 2009; Feldman ve Levy., 2012; Pont ve ark., 2019).

Cavdar (Secale cereale L.), ekmeklik bugday (Triticum aestivum) 1slahi i¢in kullanilan
onemli bir gen kaynagidir. Cavdar genetik materyalinin bugday genomuna dahil edilmesi, bitki
1slahgilarinin yillardir ilgi odagi olmustur. Bugday ve ¢avdarin ilk melezleme girisimleri 1873 yilina
dayanmasina ragmen, ilk basarili tritikale (x Triticosecale Wittmack) melezi 1888 yilinda Rimpau
tarafindan elde edilmistir (Ammar ve ark., 2004). Bugday 1slahinda en énemli ve yaygin olarak
kullanilan ve ¢avdardan aktarilan gen kaynagi 1R kromozomunun kisa koludur (Szakacs ve ark.,
2020). 1920 ile 1930 arasinda ¢avdarin 1R kromozomunun kisa kolu ile ekmeklik bugdaym 1B
kromozomunun kisa kolunun translokasyona ugradigi tespit edilmistir (Rabinovich., 1998). Bu
translokasyon {izerinde yapilan sitogenetik incelemeler, bu translokasyondaki 1RS kromozomunun
orijininin Alman ¢avdar ¢esidi Petkus oldugunu gostermistir (Schlegel ve Korzun, 1997; Szakacs ve
ark, 2020). Yapilan bilimsel ¢aligmalar, 1RS kromozom kolunun bazi pas hastaliklarina dayaniklilig
sagladigi, bunun disinda ekmeklik bugdayda yiiksek dane verimi ve verim stabilitesi 6zelliklerini
olumlu etkiledigi rapor edilmistir (Mettin ve ark., 1973; Rajaram ve ark., 1983; Carver ve Rayburn,
1994; Villareal ve ark., 1995; Barbeau ve ark., 2003). Ayrica cavdarin 1RS kolunun ekmeklik
bugdayda abiyotik strese kosullarina toleransini artirdigi bildirilmistir (Ehdaie ve ark., 2003;
Hoffman, 2008). Yukarida ifade edilen nedenlerden dolayr 1BL.1RS translokasyonu bugday
wslahgilan tarafindan yogun olarak kullanilmaya baslanmistir. 1BL.1RS translokasyonu bugday
1slahinda yogun kullanilmasina ragmen bu translokasyonun sadece Petkus ¢esidinden elde edilmesi,
bu translokasyondaki genetik cesitliligi azaltmis bu durumda bu translokasyon bolgesi i¢cin —
ozellikle 1RS kolu - genetik tabanin daralmasina neden olmustur (Lelley ve ark., 2004). Bu nedenle,
yeni ¢avdar gen kaynaklar1 kullanilarak farkli translokasyon hatlarinin gelistirilmesine ve gelistirilen
bu translokasyon hatlarinin da bugday 1slahinda kullanilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cavdar (Secale cereal L.) Poaceae familyasinin Triticeae oymaginda bulunan diploid

(2n=14, RR) bir bitkidir (Bauer ve ark., 2017). Cavdarin yabani progenitérii hakkinda farkl



aragtirmacilarin farkli goriisleri bulunmaktadir. Yaklasik 12 bin yil 6nce Verimli Hilal bélgesinde
kiiltiirii yapilan bitkilerin yetistigi tarlalar icerisinde ¢avdarin yabani progenitorii olan tek yillik
yabani cavdar (S. cereale spp. vavilovii) bitkisinin yabanci ot olarak yetistigi ve buradan kiiltiir
formunu kazandig diisiiniilmektedir. Ayrica kiiltiir cavdarinin yabani progenitoriiniin S. ancestrale
veya S. Sstrictum’ da olabilecegi one siiriilmiistiir (Frederiksen ve Petersen., 1998; Maraci ve ark.,
2018; Schreiber ve ark., 2018) . Kiiltliir ¢cavdarmin tam cografi kokeni bilinmemekle birlikte
Gilineybat1 Asya oldugu diisliniilmektedir. Abiyotik ve biyotik strese toleransi ile bilinen ¢avdar,
ekstrem kosullar altinda istiin bir yiiksek verim potansiyeli sergilemektedir (Schlegel, 2016). Cavdar
iiretimi 20. ylizyillda diinya capinda azalmasina ragmen Kuzey ve Orta Avrupa'da 6zellikle diger
hububatlarin yetistirilmesine uygun olmayan soguk boélgelerinde uzun siiredir 6nemli biriiriin
olmustur (Grabowski, 2011). Cavdar yabanci ddllenen bir bitki olmasindan dolay1 kendine déllenen
bitkilere gore tiir ici cesitliligi yiiksektir (Schlegel, 2006). Kiiltiir cavdar gesitleri, diger birgok tahil
iirini gibi giicli seleksiyon baskisi nedeniyle genis bir genetik darbogaz yasiyor olsa da yerel
tiirlerde ve yabani formlarinda genetik ¢esitliligin 6nemli bir kismi1 korunmaktadir (Matos, 2001;
Burger, 2006; Gailite, 2013; Targonska, 2016)

Cavdar (Secale cereale L.) kullanilarak elde edilmis olan bugday-cavdar translokasyonlart
uzun bir zamandan beri bugday 1slahinda hem biyotik hem de abiyotik stres faktorlerine dayaniklilik
kaynag1 olarak kullanilmaktadir. 1950’lerde ¢avdarin 1RS kromozom kolu ilk kez Alman c¢avdar
¢esidi 'Petkus' gesidinden melezleme yolu ile ekmeklik bugdaya aktarilmistir (Mettin ve ark., 1973;
Schlegel ve Korzun., 1997). Bir¢ok hastaliga dayaniklilik geni (Y19, Pm8, Lr26 ve Sr31) melezleme
1slahi ile ekmeklik bugdaya aktarilmistir (Mago ve ark., 2005; Ren ve ark., 2009). 1RS kromozom
kolunun hem bugdayin verim potansiyelini hem de cevresel adaptasyon kabiliyetini yiikselttigi
bildirilmistir (Kumlay ve ark., 2003; Ren ve ark., 2012; Howell ve ark., 2014). Bunedenle, 1BL.1RS
cavdar-bugday translokasyonu bugday islah programlarinda yogun olarak kullanilmis ve halen
kullanilmaya devam edilmektedir (Rabinovich, 1998). Su anda, cavdar translokasyonu tasiyan
bugday cesitlerinin oran1 iilkelere gore degismekte olup bu oran bazi iilkelerde % 50'ye kadar
ulagmaktadir (Zhou ve ark., 2004; Landjeva ve ark., 2006).

IBL.1RS bugday-cavdar translokasyonu, bugday 1slahi i¢in ¢ok dnemli olmasina ragmen
bazi riskleri de tasimaktadir. Bu risklerden en onemlisi 1RS kaynaginin sadece Petkus cavdar
cesidinden gelmesidir (Lelley ve ark., 2004). Diger bir risk faktorii ise IBL.1RS translokasyonunun
secalinin proteinini - Sec- 1 lokusu tarafindan kodlanan ¢cavdar depo proteini - tagimasidir. Bu lokusu
tagidigindan Glu-B3/Gli-B1 lokusunu tasimamakta ve bu durum da ekmeklik bugdayda ekmeklik
kaliteyi olumsuz yonde etkilemektedir. Ozellikle, secalin varlign hamurun yapigkanligini artirmasi
nedeni ile tercih edilmemektedir (Howell ve ark., 2014). Giiniimiize kadar farkli iilkelerde farkli
cavdar c¢esitleri/genotipleri kullanilarak c¢avdar translokasyonlari gelistirilmeye calisilmus,

bazilarinda basarili da olunmustur. Ancak bunlarin hig birisi Petkus'dan elde edilen 1BL.1RS bugday



— cavdar translokasyonu kadar basarili olamamistir (Ren ve ark., 2017). Bu nedenle, yeni ¢avdar gen
kaynaklar1 kullanilarak bugday — ¢cavdar translokasyonlarinin ivedilikle gelistirilmesi gerekmektedir.

Diploid yabani dag cavdari Secale strictum ((C. Presl) C. Presl (syn. Secale montanum
Guss.)) S. cereale'nin yakin akrabasidir. Cavdar ve bugday islahinda kullanilacak énemli bir gen
kaynagidir. Kiiltiir cavdart ile karsilastirildiginda, giiclii kardeslenme kabiliyetine, soguga ve
kuraklig1, agir metal ve aliiminyum streslerine, hastaliklara ve zararlilara daha dayaniklidir (Culvenor
ve ark., 1986; Lukaszewski ve ark., 2001; Balint ve ark, 2002; Akgiin ve Tosun, 2004; Moameri ve
ark., 2019).

Macaristan’da 1960’11 yillarda yapilan S. cereale cv. Varda x S. strictum ssp. anatolicum
melezi ile iki cavdarin olumlu 6zelliklerinin bir araya getirilmesi hedeflenmistir (Kotvics, 1970). Bu
melezleme sonucu elde edilen ve tescil ettirilen ¢ok yillik ¢avdar (S. cereanum) gesidi Kriszta’nin;
abiyotik ve biyotik stress faktorlerine dayanikli oldugu, ayni zamanda yiiksek diyet lifi icerigine
sahip oldugu bildirilmistir (Kruppa, 2001). Mendis ve Simsek (2014) bugday ve ¢avdardaki diyet
liflerinin (DF) ana bileseni olan arabinoksilan gibi nisasta icermeyen hiicre duvari polisakkaritlerinin
¢cOziinmeyen formlarinin kanserojenlerin emilimini azalttig1 i¢in bircok saglik yarar1 sagladigini,
¢oziliniir diyet liflerinin koroner kalp hastalig1 ve tip Il diyabet olasiligini azalttig1 rapor etmislerdir.
Yukarida ifade edilmeye calisan nedenlerden dolay1 ¢ok yillik ¢avdar ¢esidi Kriszta’nin bugday
1slahinda ivedilikle kullanilmas1 gerekmektedir.

Rabanus-Wallace ve ark (2021) tarafindan ilk kez kromozom boyutunda ¢avdar genomu (7.9
Gb) sekanslanmistir. Ayn1 donemde Li ve ark (2021) tarafindan bir Cin ¢esidi olan Weining ¢avdar
genomunun %98.67’lik bolimii sekanslanmistir. Elde edilen bulgularin ¢avdar 1slahimin yani sira
bugday 1slahi i¢in de 6nemli oldugu her iki ¢alismada da rapor edilmistir.

Flow kromozom sorting yontemi hem 6zel bir kromozomun sekanslanmasi hem de o
kromozom i¢gin DNA markdrlerinin gelistirilmesinde kullanilan bir yontemdir (Dolezel ve ark., 2014;
Vrana ve ark., 2016). Flow kromozom sorting yonteminin fasulye, bugday, ¢cavdar, arpa, bezelye ve
nohutta belirli kromozomlar icin DNA molekiiler markorlerin gelistirilmesinde kullanilabilecegi
bildirilmistir.

Diinyanin birgok tilkesinde 1BL.1RS translokasyonunun kullanimina biiyiik ilgi olmasina
ragmen bazi iilkelerde bu kullanim oldukg¢a simirl kalmistir. Ornegin, Yediay ve ark (2010) 107 adet
Tiirkiye orijinli bugday c¢esidi ve genotipini ¢avdar translokasyonu bakimindan incelediklerinde,
incelenen c¢esit ve genotipler icinde sadece 3 adet cesittin 1BL.1RS translokasyonunu tasidigini
digerlerinin tasimadigini, 1BL.1RS bugday-cavdar translokasyonunun abiyotik ve biyotik stress
faktorleri igin iyi bir gen kaynagi oldugundan dolay: iilkemizde yapilmakta olan bugday islah
programlarina entegre edilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Cok yillik c¢avdar (S. cereanum) c¢esidi Kriszta hem abiyotik hem de biyotik stress
faktorlerine dayanikliligi, ayn1 zamanda yiiksek diyet lifi igerigine sahip olmasindan dolay1 son

yillarda bugday 1slahcilarinin dikkatini ¢ekmistir. Ozellikle Kriszta gesidi kullanilarak ekmeklik



bugdayda translokasyonlarin gelistirilmesi bugday islahinda genetik tabanin — 6zellikle mevcut
cavdar translokasyonlar i¢in — genisletilmesine olanak saglayacaktir. Szakacs ve ark (2020) cavdar
cesidi Kriszta ve ekmeklik bugday ¢esidi Mv9kr1'i melezledikten sonra, melezlerin 2 kez Mv9krl
ile geri melezlenmesi ve daha sonra geri melezlerin 8 kez kendilemeleri sonucunda BC,Fs
kademesinde yeni 1BL.IRS translokasyonuna sahip ‘Mv179’ ekmeklik bugday hattim
geligtirmislerdir. ‘Mv179’ hatti, ebeveyn bugday genotipinden daha iyi basak morfolojisi 6zellikleri,
cizgili pas ve yaprak pasina kars1 direncin yani1 sira daha yiiksek kardeslenme kapasitesi, fertilite ve
diyet lifi (arabynoxylan) icerigi sergilemistir Bundan dolay1 yeni gelistirilen cavdar
translokasyonunun mutlaka bugday 1slahinda kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Bu calismanin amact; (a) ¢ok yillik Secale cereale ‘Kriszta’ kokenli 1RS kolunu tasiyan,
diger bir ifadeyle 1BL-1RS translokasyona sahip Mv179 ekmeklik bugday hattina ait 1BL1RS
kromozomal bolgenin dizilenmesi, (b) elde edilen sekans verilerinin referans ¢avdar genomlari ile
karsilastirilmasi yoluyla 1RS bolgesine 6zgii InDel tabanli DNA markoérlerinin gelistirilmesi ve (c)
gelistirilen markorlerin farkli cografi bolgelerden toplanmis yabani ¢avdar genotipleri ile kiiltiire

alimmus ¢avdar ¢esitlerinde dogrulanmasidir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Iklim degisikligi, hizla artan diinya niifusu ve kiiresel gida giivenligi sorunu, bitki
1slahgilarint yiiksek verimli ve stres kosullarina dayanikli bitki gesitleri gelistirmeye zorlamaktadir
(Suneja ve ark., 2019). Modern bitki 1slah1 tekniklerinin artan kullanimi, dar genetik temellere olan
bagimliligi beraberinde getirmis ve bu durum, kiiltiire alinmis bitkilerde énemli 6l¢iide genetik
erozyona yol agmistir (Frankel ve Soule, 1981). Sonug olarak, genetik ¢esitlilikteki bu azalma, tarim
iiriinlerinin hastaliklara, zararlilara ve ¢evresel stres faktdrlerine karsi daha hassas héle gelmesine
neden olmustur. Cesitli arastirmacilar, kiiltiire alinmis bitkilerin yabani akrabalarinin stres
faktorlerine karsi daha yiiksek direng gosterdigini ve bu tiirlerin bitki 1slah programlarinda degerli
kaynaklar olarak kullanilabilecegini vurgulamistir (Richards ve ark., 2010).

Bugday verimi, cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorleri tarafindan sinirlandirilmaktadir.
Bu streslere karsi koymak amaciyla, bitki 1slah¢ilari siirekli olarak kiiltiir bugdayinin ve onun yabani
akrabalarmin sahip oldugu genetik cesitliligi kullanarak yeni g¢esitlere dayaniklilik/tolerans
ozellikleri kazandirmaya c¢alismaktadir. Bu cabalarda en yaygin sekilde kullanilan bugday
akrabalarindan biri cavdardir (Secale cereale L.). Cavdarin kromozomlari veya kromozom parcalar;
bugdaya yedekli hatlar olarak veya translokasyon hatlar1 araciligiyla aktarilmistir. Nitekim, yapilan
calismalar 1R kromozomunun bugdayda verim artisina katki sagladigini ortaya koymustur (Villareal
ve ark., 1998; Kim ve ark., 2004; Zhou ve ark., 2007).

Bugday ile ¢avdarin melezlenmesine yonelik ilk girisimler, 1873 yilinda Stephen Wilson
tarafindan sunulan deneylere dayanmaktadir (Wilson, 1873). Her ne kadar Wilson sonuglarin
olumsuz olarak degerlendirmis olsa da basarisizligin uygunsuz yontemlerden kaynaklanmis
olabilecegini belirtmistir. Ilk stabil amfiploid tritikale ( Triticosecale Wittmack), 1888 yilinda Rimpau
tarafindan elde edilmistir (Oettler, 2005). Bu gelismeden sonra bugday—cavdar melezlerinin
iiretilmesine yonelik ¢abalar artmistir. 20. yilizyilin baslarinda kolhisin uygulamalar1 ve doku kiiltiirii
tekniklerinin gelistirilmesi tritikale elde edilmesini 6nemli Sl¢iide kolaylagtirmistir (Audenaert ve
ark., 2014). Tarihsel olarak, ¢avdar kromatinini bugdaya aktarmak amaciyla baslica ii¢ farkli gavdar
kaynagr kullanilmistir; bunlar genellikle (1B)IR yedekli hatlari, 1BL.1RS ve 1AL.IRS
translokasyon hatlar1 seklindedir. Bunlar arasinda en eski ve en yaygin kullanilan kaynak Petkus
cavdar1 kokenli 1R kromozomudur. 1BL.IRS translokasyonuna sahip genotipler ilk olarak
Almanya’da Riebesel tarafindan, bugday ve ¢avdar arasinda yapilan yogun melezleme ¢alismalariyla
gelistirilmistir (Rabinovich, 1998). Petkus kokenli bu translokasyon, Bati1 Avrupa, Rusya, Meksika,
Sili ve diger iilkelerde tescil edilen bugday cesitlerinin atas1 olmustur. Ayrica tritikaleden, ¢avdar
kromatini tasiyan bugday genotipleri gelistirmek miimkiindiir. Japonya, Almanya ve ABD’de
gelistirilen diger U¢ tarihi kaynak da bu yolla olusturulmustur (Rabinovic, 1988). 1960 ile 1990 yillari
arasinda, (1B)1R yedekli hatlar1 veya 1BL.IRS ve 1AL.IRS translokasyonlarina sahip bir ¢ok
bugday cesidi tescil edilmistir. Uluslararasi Misir ve Bugday Islah Merkezi'nde (CIMMYT), 19901



yillarda gelistirilen bugday hatlarinin %601 1BL.1RS genotiplerinden olustugu rapor edilmistir
(Rabinovic, 1988). Cin’de ise, 1960-2000 yillar1 arasinda tescil edilen bugday ¢esitlerinin yaklasik
%40’min 1B.1R translokasyonuna sahip oldugu ve yillar i¢inde elde edilen verim artiglarinin bir
kisminin bu translokasyonlardan kaynaklandig: bildirilmistir (Zhou ve ark., 2004). Schlegel (2014)
yaptig1 bir aragtirmada, 2470 bugday ¢esidi veya genotipinin cavdar translokasyonu igerdigini
bildirmistir.

Uluslararas1 Yeni Bitki Cesitlerini Koruma Birligi (UPOV) tarafindan yayimlanan gesit
listelerine gore, drnegin Sili'de 20002013 yillar1 arasinda tescil edilen ticari cesitlerin %34’ii cavdar
introgresyonu tagimaktadir (UPOV, 2013). Ote yandan, Rusya ve Avustralya gibi bazi UPOV
iilkelerinde bu oran %1-2 seviyesindedir. ABD’de ise, Journal of Plant Registrations veri tabanina
ve Schlegel (2014)’in bildirdigine gore, cavdar kromatini tasiyan ticari bugday cesitlerinin orani
yaklagik %15°tir. Bu Ornekler, cavdar introgresyonlarmin giiniimiizde iilkeden iilkeye degisen
Oonemini acgik¢a ortaya koymaktadir. Son yillarda, ozellikle Afrika, Kuzey Avrupa ve Cin’de
bugdayda yaygin olarak goriilen yeni kara pas ve sar1 pas patotipleri nedeniyle, cavdarin dayaniklilik

kaynag1 olarak kullanimina olan ilgi yeniden artmustir.

2.1. Cavdar Kromatininin Bugdaya Transferi

Bugday ‘Verimli Hilal’ olarak adlandirilan (Tiirkiye’nin Giineydogusu, Irak, iran, Suriye,
Filistin, Israil ve Urdiin) bolgede ‘avci toplayicr’ seklinde yasayan bir grup insan tarafindan
yetistirilmeye baslanmis ve yaklasik 12 bin yil 6nce ilk defa kiiltiire alinmistir(Salamini ve ark.,
2002). Tahil tiirlerinin yabani atalar1 olan yabani bugdaylar (7riticum urartu, T. boeoticum ve T.
dicoccoides) ve yabani arpa (Hordeum spontaneum) “Verimli Hilal” bdlgesinde dagilim
gostermektedir (Salamini ve ark., 2002). Kiiltiirii yapilan bugdaylar; diploid (7. monococcum ssp.
monococcum (2n=14, AA)), tetraploid ((T. turgidum ssp. dicoccoides (2n=28, AABB) ve T.
timopheevii (2n=28, AAGQ)) ve hekzaploid (T. aestivum (2n=42, AABBDD)) olarak ii¢ grup altinda
toplanir. Ekmeklik bugday yaklasik 10 bin yi1l 6nce kiiltiire alinmig, bugiine kadar yapilan seleksiyon
ve 1slahin sonucunda giintiimiize kadar gelmistir (Brown ve ark., 2009; Feldman ve Levy., 2012; Pont
ve ark., 2019).

Cavdar (Secale cereal L.) Poaceae familyasinin Triticeae oymagmda bulunan diploid
(2n=14, RR) bir bitkidir (Bauer ve ark., 2017). Cavdarin yabani progenitorii hakkinda farkli
arastirmacilar tarafindan farkli goriisler 6ne siiriilmiistiir. Yaklagik 12 bin yi1l 6nce Verimli Hilal
bolgesinde kiiltiirii yapilan bitkilerin yetistigi tarlalar icerisinde ¢avdarin yabani progenitorii olan tek
yillik yabani ¢avdar (S. cereale spp. vavilovii) bitkisinin yabanci ot olarak yetistigi ve buradan kiiltiir
formunu kazandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica kiiltlir gavdariin yabani progenitoriiniin S. ancestrale
veya S. strictum’ da olabilecegi One siiriilmiistiir (Frederiksen ve Petersen, 1998; Maraci ve ark.,
2018; Schreiber ve ark., 2018). Kiiltiir gavdarinin tam cografi kokeni bilinmemekle birlikte giineybati
Asya oldugu diistinilmektedir (Schlegel, 2016). Bugdaym 1, 2, 3, 5 ve 6 numarali kromozom



gruplari, ¢avdarin sirastyla 1R, 2R, 3R, 5R ve 6R kromozomlari ile esasen homologdur. Bugdayin 4
ve 7 numarali kromozomlari ise, ¢avdarin 4R ve 7R kromozom gruplariyla kismi karsilikli homoloji
gostermektedir (Bauer ve ark. 2017). Bugdayin alloploid dogasi, genomik yapisindaki degisikliklere
kars1 yiiksek diizeyde tolerans gostermesini saglamaktadir. Cavdar ve bugday arasindaki homolog
eslesme, cavdardan bugdaya tarimsal acidan arzu edilen oOzelliklerin — belirli zararlilara ve
hastaliklara kars1 direng, cesitli abiyotik streslere tolerans gibi — aktarimini miimkiin kilmistir. Ayrica
bugdayin genetik tamponlama kapasitesi, genomunda 6nemli degisiklikler yapilmasina olanak
saglamis ve monozomik, telosentrik, delesyon ve nullizomik hatlar gibi cesitli aneuploid
materyallerin gelistirilmesine imkan tanimistir. Bu bitki materyalleri, molekiiler markdrlerin ve
genlerin fiziksel konumlarinin belirlenmesi gibi genetik arastirmalarda 6nemli rol oynamigtir
(Sourdille ve ark., 2004; Lukaszewski, 2015). Hedeflenen bir cavdar kromozomunun bugday
genomuna aktarimi, uygun bir aneuploid bugday hatti secilerek ve bu hattin ¢avdar ya da énceden
gelistirilmis bir amphiploid (bu durumda tritikale) ile melezlenmesi yoluyla gerceklestirilmektedir.
Yapilan c¢alismalarda bugday—yabanci kromozom yedekli hatlari, bugday—yabanci translokasyon
hatlarinin tiretiminde siklikla koprii olarak kullanilmistir (Jiang ve ark., 1994; Faris ve ark., 2003;
Lukaszewski, 2015).

Translokasyon hatlarinin elde edilmesinde bir diger yontem ise, bugday ve ¢avdar arasinda
spontan olarak meydana gelen translokasyonlarin geri kazanilmasidir. Bu durum, kromozom
kollarmin sentromer bdlgesinin kirtlmasi ve tekrar kaynasmasi ile gergeklesmektedir. Mayozun
metafaz | evresinde kromozomlar sentromer bolgelerinden kirilarak olusan telosentrik yapilar ile
farkl1 telosentrikler kromozomlar yeniden kaynasarak kromozom segmentlerinin degisimini
saglamaktadir (Lukaszewski ve Gustafson, 1983; Jiang ve ark., 1994). Bir baska strateji ise, yedekli
hatlarinda homolog eslesmenin olmamast durumunda radyasyon kullanarak rastgele
translokasyonlari indiiklemektir. Ancak bu yontem olduk¢a zahmetlidir ve bir¢ok istenmeyen etkiye
yol agabildigi bildirilmistir (Jauhar ve Chibbar, 1999). Ornegin, 1AL.1RS translokasyonuna sahip
Amigo adli kishik bugday cesidi bu yontemle gelistirilmistir (Sebesta ve Wood, 1978). Ancak bu
sentrik translokasyonun gergekten radyasyonla mi olustugu konusunda bazi siipheler bildirilmistir
(Lukaszewski, 2015).

Lapitan ve ark (1984) bildirdigi protokole gore bugday-cavdar melezlerinin embriyolar1
kullanilarak translokasyon hatlar1 elde edilebilmektedir. Bu yontemde, melez embriyolar yiiksek
oksin icerigine sahip bir besiyerinde doku kiiltiiriine alinarak kallus olusumu tesvik edilmistir. Elde
edilen bitkiler, kolhisin uygulamasiyla kromozom sayis1 iki katina ¢ikarilmistir. Doku kiiltiirii
asamasi, kromozomal diizeyde ¢esitli yapisal degisimlerin meydana gelmesini kolaylagtirmis ve bu
da translokasyon hatlarinin olusumuna zemin hazirlamistir. Bu teknikle elde edilen bitkilerde
4DL.1RS, 2BS.2RL ve 2BL.3RS gibi translokasyonlar basariyla tanimlanmistir (Lapitan ve ark.,
1984; Friebe ve ark., 1990).



Bir diger strateji ise bugdayin p/1b mutantinin kullanilmasidir. Bugdayin 5B kromozomunda
bulunan fonksiyonel Phl alleli, bugday ile yabanci kromozomlar arasinda homolog eslesmeyi
engellerken, pilb mutasyonu bu eslesmeyi ve rekombinasyonu belli 6lgiide miimkiin kilmaktadir
Boylece yabanci tiirden bugday genomuna aktarilan genetik materyalin miktar1 artirilabildigi
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Jiang ve ark., 1994; Faris ve ark., 2002; Sourdille ve ark.,
2004; Middleton ve ark., 2014;; Lukaszewski, 2015; Bauer ve ark., 2017). Homolog kromozomlar
arasindaki translokasyon kirilma noktalarinin ¢ogunlukla kromozomlarin distal (ug¢) bolgelerinde
yogunlastig1 bildirilmistir (Lukaszewski, 1995). Homolog kromozomlar arasindaki eslesmenin
artirllmasina yonelik bir diger yaklasim ise, basaklara mayoz evresinden once okadaik asit
uygulanmasidir. Bu yontemle kromatin yogunlagsmasinin erken safhalarda baslatilmasi saglanmakta
ve bu durum, Phl geninin islevi baskin olsa dahi, homolog kromozomlar arasinda eslesmenin
gerceklesmesine izin vermektedir. Uygulamanin, Ph/ mutasyonuna benzer bir fenotipik etki
olusturdugu rapor edilmistir (Knight ve ark., 2010). Cin menseli bir¢ok bugday cesidi, ¢avdar ile
kolay melezlenmeyi saglayan kr allellerini tasimaktadir. Bu 6zellik, son yillarda yeni 1BL.1RS
translokasyon hatlarinin olusturulmasina yonelik ¢alismalarda etkin bir sekilde kullanilmistir (Ren
ve ark., 2012; McIntosh ve ark., 2017).

Molnar-Lang ve ark (2010) resesif melezlenebilirlik allellerini (krlkrlkr2kr2) iceren
IBL.1IRS translokasyonlu bugday hatlarimi gelistirmislerdir. Bu genotipler artik bugday—g¢avdar
melezlerinde alici olarak kullanilabilmekte ve genetik rekombinasyon yoluyla 1RS koluna yeni
varyasyonlarin etkin bir sekilde aktarilmasina imkéan saglamaktadir. Cin’deki bir¢ok ticari bugday
¢esidi (hem yazlik hem de kiglik tipler) cavdar ile kolayca melezlenebilir oldugundan, daha basit bir
yontem olarak yliksek verimli bugday cesitlerinin dogrudan ¢avdar popiilasyonlari ile melezlenmesi,
ardindan ayni1 bugday ¢esidiyle geri melezleme yapilmasi onerilmektedir. Bu yaklagim, saf genetik
arka plana sahip yeni 1BL.1RS translokasyon hatlarinin gelistirilmesine olanak tanimakta ve bu
hatlar hem bugday islah programlarinda hem de farkli kromozom translokasyon genotiplerinin
genetik etkilerini aragtirmaya yonelik ¢calismalarda daha etkin bigimde kullanilabilmektedir (Molnar-
Lang ve ark., 2010).

2.2. Bugdayda Biyotik Streslere Karsi Diren¢ Kaynagi Olarak Cavdar

Cavdarin, bugdayda zararlilara ve hastaliklara karsi direng saglayan zengin bir genetik
kaynak oldugu ¢ok sayida arastirma ile gosterilmistir. Bu istenen 6zelliklerin biiyiik bir kisminin 1R
kromozomu tizerinde bulundugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, ¢avdarin diger kromozomlarinin
bugdaya aktarilmasiyla da diren¢ ozelliklerinin kazandirilabildigi rapor edilmistir. Ancak, 7R
kromozomuna ait bu yonde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamis, SR kromozomu i¢in ise yalnizca
yaprak biti (aphid) direnci ile ilgili tek bir caligmaya ulagilmistir (Anderrson ve ark., 2015).

Cavdar kromatinini bugday genomuna aktarmanin en Onemli avantajlarindan Dbiri,

hedeflenen ¢avdar kromozomu tizerinde birden fazla hastalik ya da zararli etmenine kars1 direng



geninin bulunmasi durumunda, bu direnglerin genetik aktarim sirasinda bir blok halinde birlikte
taginabilmesidir. Bununla birlikte, eger ¢cavdar kromozomu istenmeyen agronomik o6zellikleri de
iceriyorsa, bu durum dezavantaj olusturmakta ve yabanci (alien) kromozom segmentlerinin

uzunlugunun azaltilmasini zorunlu kilmaktadir.

2.2.1. Hastahklara Karsi Diren¢

Bugdaya aktarilan farkli ¢avdar kromozom parcalarinin, yaprak past (Puccinia triticina
Erikss.), sar1 pas (Puccinia striiformis var. striiformis Westend), kara pas (Puccinia graminis Pers. f.
sp. tritici Erikss. and E. Henn.) ve kiilleme (Blumeria graminis [DC.] f. sp. tritici Em. Marchal) gibi
onemli bugday hastaliklarina karsi direng sagladigi rapor edilmistir. 1960°lardan bu yana, ¢avdardan
bugdaya diren¢ aktariminda en yaygin kullanilan kaynak Petkus ¢avdar ¢esiti olmustur. Bu kaynaga
ait 1R kromozomu, bugdayin pek ¢ok 6nemli hastaligina karsi direng kazandirmistir. S6z konusu
kromozom, sirastyla yaprak pasi, sar1 pas, kara pas ve kiilleme hastaliklarina kars1 direng saglayan
Lr26, Yr9, Sr31 ve Pm8 genlerini tasimaktadir. Ancak, bu genlerin patojen irklarina 6zgii olmasi
(irk-spesifik direng) nedeniyle, zamanla etkisini yitirmistir. Bu baglamda dikkat ¢ekici bir istisna
Sr31 genidir. Petkus ¢avdar ¢esidinden gelen bu gen, kara pasa kars1 yaklasik 30 yil boyunca etkili
kalmay1 basarmigtir. Ne var ki, 1999 yilinda Uganda’da bu genin etkisiz kaldigi ilk vaka bildirilmis
ve bu durum séz konusu genin diinya ¢apinda ¢ok sayida ¢esitte bulunmasi nedeniyle kiiresel bugday
iretimi agisindan ciddi bir tehdit olusturmustur (Pretorius ve ark., 2000; Singh ve ark., 2008).

Petkus ¢avdar c¢esiti ve bu kaynaktan tiireyen 1BL.1IRS translokasyonuna sahip bugday
gesitlerinin (6rnegin Kavkaz ve Veery) disinda da farkli ¢avdar kokenli 1R kromozomu kaynaklari
mevcuttur. Ornegin, Insave ¢avdar cesidi, Amigo bugday ¢esidinde 1AL.1RS translokasyonu olarak
kullanilmistir. Bu yap1, SrIRSAmigo adiyla bilinen kara pasa diren¢ genini ve Pm§ ile allelik olan
Pm17 kiilleme direng genini tasimaktadir. Buna ek olarak, Imperial ¢avdar ¢esidi, Sr50 ya da SrR
olarak bilinen gii¢lii bir kara pas diren¢ geninin kaynagidir (Mago ve ark., 2002).

Cin’de ise ¢cavdar kaynaklarindan sar1 pasa karst yeni direng genlerinin aktarilmasina yonelik
son yillarda yogun ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda, R12 olarak adlandirilan bodur (dwarf)
cavdar hattindan YrR212 gegici isimli direng geninin aktarildigi, SW1862 hattindan gelen 1BL.1RS
translokasyonunun resesif sar1 pas direnci sagladigt ve Aigan cavdar c¢esidinin de heniiz
isimlendirilmemis bir YR geni kazandirdig: bildirilmistir (Luo ve ark., 2008). Yine Cin’de, Petkus
kokenli olmakla birlikte Y»9 ve Pm&’den farkli allellere sahip olan ve gegici olarak YrCnl7 ve
PmCnl7 olarak adlandirilan direng genlerini iceren 1RS tasiyan hat ve cesitler gelistirilmistir (Luo
ve ark., 2008; Ren ve ark., 2009). Cavdarin yabanci déllenen bir tiir olmas1 nedeniyle, ayn1 cesit
i¢inde bile allelik varyasyonlarin goriilebilecegi ifade edilmistir (Ren ve ark., 2012).

IR kromozomu disindaki ¢avdar kromozomlarinda hastalik direng allellerinin daha sinirh
sayida oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, 2R kromozomunda yaprak pasi direnci saglayan iki

gen (Lr25 ve Lr45) ile Ug99 dahil bir¢ok kara pas irkina karsi direng saglayan Sr59 geni



tammlanmigtir. Ayrica, 2BS.2RL-SLU kaynakli materyalin yaprak pasi, kara pas ve kiilleme
hastaliklarina kars1 direng sagladigi bildirilmistir (Rahmatov ve ark., 2016).

2R kaynakli introgresyonlarda, ii¢ farkli kiilleme direnci daha tanimlanmis olup, bunlardan
biri Pm7 olarak isimlendirilmistir. Lr25 ve Pm7 genlerinin her ikisinin de ayn1 ¢avdar kaynagi olan
Rosen ¢esidinden aktarildigi belirtilmistir (Friebe ve ark., 1996).

3R kromozomunda ise bugiine kadar yalnizca Imperial ¢avdar ¢esidinden elde edilen Sr27
geninin kara pasa karst direng sagladigi rapor edilmistir (Marais ve Marais, 1994; Friebe ve ark.,
1996). 4R ve 6R kromozomlarinda ise sirastyla Kustro ve Alman beyaz ¢avdar1 kaynakl kiilleme
direnci oldugu; ayrica 6R kromozomunda Prolific ¢cavdar ¢esidi kdkenli Pm20 geniyle tanimlanan
bir kiilleme direnci daha bulundugu bildirilmistir (Friebe ve ark., 1996).

Rahmatov ve ark (2016a), farkli cavdar kaynaklarindan elde edilen ¢ok sayida introgresyon
hattin1 hem yazlik hem de kiglik bugday genetik materyalinde cesitli virulent kara pas irklarina kars1
test etmis ve bu hatlar arasinda (1D)IR, (2D)2R ve (3D)3R yedekli veya translokasyon tasiyan
bireylerin yeni direng genlerini icerebilecegi sonucuna varmislardir. Ayni genotip seti daha sonra sar1
pasa kars1 da test edilmis ve daha dnce kullanilmamus tritikale kdkenli ¢avdar materyallerinden umut
verici direng 6zellikleri elde edilmistir (Rahmatov ve ark., 2016b).

Her ne kadar cavdar kromatininde diren¢ genleri bulunsa da bu genlerin her durumda
ekspresyon gostermedigi; bunun da bugday genomunda bulunan baskilayici (stipresor) faktorlerden
kaynaklandig1 bildirilmektedir. Hekzaploid bugdayin ii¢ genomunda da yaprak pasi direncini
baskilayan genlerin varlig1 rapor edilmistir (Kolmer, 1996). Ornegin, Pm8 kiilleme direnci geninin
baskilanmasinin, 1A kromozomunda yer alan Pm3 allelleri ile iligkili oldugu belirlenmistir.
Baglangicta bu baskilamanin Gli-A1 ve Gli-A3 gliadin lokuslarindan kaynaklandigi diigiiniilmiis;
ancak daha sonra Pm3 geninin klonlanmasi ve gliadin lokusu ile yakin baglantili oldugunun
gosterilmesiyle, bu durumun aslinda Pm3’e bagli bir post-translasyonel siire¢ oldugu ortaya
konmustur (Hurni ve ark., 2014). Ayrica Pm8 geninin farkl {ilkelerde farkli viriilens/aviriilens
paternleri gosterdigi bildirilmistir. Ornegin, Macaristan’da bu genin etkisiz oldugu, ancak Norveg’te

Cin’e kiyasla daha etkili oldugu ifade edilmistir (Purnhauser ve ark., 2011; Lu ve ark., 2012).

2.2.2. Zararhlara Karsi Direnc¢

Cavdardan bugdaya aktarilan genlerin bugdayin en 6nemli zararlilarindan bazilarina karsi
direng sagladig1 ¢esitli aragtirmalarla gdsterilmistir. Bu zararlilar arasinda yaprak bitleri (Schizaphis
graminum Rondani, Diuraphis noxia Mordvilko, Rhopalosiphum padi L. ve Sitobion avenae F.), gal
sinegi (Mayetiola destructor Say), nematodlar (Heterodera avenae Wollenweber ve Heterodera
filipjevi Madzhidov Stelter) ve akar tiirii Aceria tosichell Keifer yer almaktadir.

Cavdardan bugdaya boceklere karsi direng aktarimiyla ilgili ilk calismalardan biri, S.
graminum’un bazi biyotiplerine karsi etkili olan Gb2 direng geniyle gergeklestirilmistir. Bu gen,

Insave ¢avdar ¢esidininl RS kromozom kolunda yer almaktadir ve Amigo kiglik bugday cesidinde
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bulunmaktadir. Gb2 geninin, S. graminum'un B, C ve ] biyotiplerine kars1 diren¢ sagladigi
bildirilmistir. Ancak, dogada S. graminum’un yiiksek genetik cesitlilik gostermesi nedeniyle bu
diren¢ mekanizmasi zamanla etkisiz hale gelmistir. Daha sonra, yine Insave ¢avdar ¢esidinin 1RS
kromozom kolunda bulunan bir bagka direng geni olan Gb6 tanimlanmistir. Bu gen, E, G, 1 ve K
biyotiplerine karsi da etkilidir. Ozellikle E ve I biyotipleri, giiniimiizde ABD bugday {iretim
alanlarinda en yaygin sekilde rastlanan biyotiplerdir ve diger biyotiplere kiyasla daha fazla verim
kaybina neden olduklar1 bildirilmektedir (Burd ve Porter, 2006; Lu ve ark., 2010; Weng ve ark.,
2010).

Cavdardan bugdaya aktarilan bocek direncine iliskin bir diger 6nemli 6rnek, Diuraphis noxia
zararlisina karst direng saglayan Dn7 genidir. Bu genin, Turkey 77 c¢avdar cesidine ait 1RS
kromozom kolundan kéken aldigr bildirilmistir. D. noxia, Amerika Birlesik Devletleri'nde ilk kez
1986 yilinda tespit edilmis ve 2003 yilina kadar yalnizca bir biyotip baskin olarak goriilmiistiir.
Ancak 2003’te biyotip 2 olarak tanimlanan yeni bir varyant bugday iiretim alanlarinda ortaya
cikmistir (Haley ve ark., 2004). Giiniimiize kadar tanimlanmis olan tiim Drn genleri arasinda, yalnizca
Dn7 geni biyotip 2’ye kars1 etkili bulunmustur. Sonraki yillarda D. noxia’nin birgok yeni biyotipi
daha tanimlanmis olup, biyotip 3’e karsit bugdayda halen etkili bir direng geni bulunmamaktadir
(Burd ve Porter, 2006). Suriye’de yapilan calismalarda, D. noxia’ya kars1 dayaniklilik bazi1 ¢avdar
introgresyonlarinda bulunmus; bu introgresyonlar arasinda (1D)1R, 3DL.3RS ve (5D)5R hatlar1 yer
almistir. Ancak bu genetik bolgeler i¢in heniiz herhangi bir gen tanimi yapilmamistir (Anderrson ve
ark., 2015).

Sentromerik kirilma-kaynasma mekanizmasi ve Pkl mutantlarinin kullanimu, farkli ¢avdar
kaynaklarindan yedekli, translokasyon ve rekombinant hatlarin olusturulmasi ve analiz edilmesi
amaciyla kullanilmigtir. Bu ¢alismalar, Pavon F76 ¢esidi orijinli 61 farkli hat {izerinde yiiriitiilmiistiir.
Bu hatlardan bazilari, 6zellikle tritikale kaynakli Panda ve Presto gesitlerine ait 1R veya 1RS tasiyan
hatlar hem Rhopalosiphum padi hem de Sitobion avenae yaprak biti tiirlerine kars1 fide doneminde
direng gostermistir. Ancak, bu direnglerin ayn1 ¢avdar geninden mi yoksa farkli genlerden mi
kaynaklandig1 heniiz netlik kazanmamigtir. Amigo ekmeklik bugdaymdan tiiretilmis bir 1RS tasiyan
hattin, S. avenae’ye karst hem erken hem de olgun bitki doneminde direngli oldugu belirlenmistir
(Lukaszewski, 1993; Lukaszewski, 1997; Lukaszewski, 2000; Zhang ve ark., 2001; Lukaszewski ve
ark., 2004; Lukaszewski, 2006; Lukaszewski, 2008)

Amigo bugday cesidinde bulunan bir diger c¢avdar kokenli gen olan Cmc3, 1AL.1IRS
translokasyonu igerisinde yer almakta olup, akar tiirii Aceria tosichell’e kars1 direng saglamaktadir.
Ayrica, gal sinegi (Mayetiola destructor)’ne karsi direng 2RL ve 6RL kromozom segmentlerinde
bulunmus ve bu genler sirasiyla H21 ve H25 olarak adlandirilmustir. H. filipjevi ve H. avenae
nematodlarina karsi direng ise 6R kaynakli bugday hatlarinda rapor edilmistir (Crespo-Herrera ve

ark., 2017).
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2.3. Abiyotik Faktorlere Kars1 Dayamkhhik

Translokasyon hattinin 1RS kolu, bugdaymm kuraklik stresine karst dayamkliliginin
artirtlmasinda fayda saglamaktadir. Translokasyonun varligi, kok uzunlugunda 6nemli bir artiga yol
acar. Bu 6zellik, minerallerin ve suyun daha derin toprak katmanlarindan daha verimli bir sekilde
alinmasina yardimeci olur ve boylece kuraklik toleransini artirir (Liu ve ark., 2020). 1RS bdlgesinin
uc kismindaki cavdar segmenti, kok biyokiitlesini dnemli 6l¢iide artiran kok 6zellikleri i¢in dort
QTL bolgesinden {tigiinii icermektedir (Sharma ve ark., 2018). 1RS.1BL translokasyon hatlarinin
performansi, 6zellikle biiylime hiz1 agisindan, su kitligi kosullarinda normal 1BL hatlara gére daha
iyl bulunmustur. Prolin icerigi de hem kuraklik stresinde hem de kontrol kosullarinda translokasyon
hattinda daha yiiksek bulunmustur. Prolinin bitki stres toleransindaki rolii olduke¢a kritiktir. Reaktif
oksijen tiirlerini ortadan kaldirarak ve molekiiler bir saperon olarak enzim aktivitelerini
destekleyerek etki gosterir (Hoffman, 2008). iran'da kuru tarim alanlarinda yetistirilen bugday
hatlarinin 1RS.1BL translokasyonu tasimasi, onlarin kuraklik stresine dayanikliliginin aktarilan

cavdar genlerinden kaynaklandigini gostermektedir (Golkari ve Hasaniani, 2017).

2.4. Tarimsal Ozellikler Uzerine Etkisi

IRS.1BL translokasyonunun varligi, verimde dikkate deger bir artiga neden olmaktadir. Bu
translokasyonu tasiyan hatlarda; basakgik basina tane sayisi, basak basina basakgik sayisi, olgunluk
donemindeki toprak istii biyokiitle, hektolitre agirligi ve bin tane agirligi gibi verimle iliskili
agronomik Ozelliklerin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Moreno-Sevilla ve ark., 1995). Giincel
calismalarda, s6z konusu translokasyonun tane uzunlugunda da artisa yol actigi ileri siirilmektedir.
Ayrica, cigeklenme sonrasi stres kosullarina kars1 gosterilen toleransla birlikte gézlemlenen yiiksek
verim, tane agirliginda da artis saglamistir (Moreno-Sevilla ve ark., 1995). Bununla birlikte, bazi
arastirmalarda 1BL.1RS translokasyon hatlarinin veriminde anlamli bir artis tespit edilememistir
(Ren ve ark., 2017). Bu durum, ilgili 6zelliklerin yalnizca translokasyonun varligina degil, ayni
zamanda bulundugu genetik arka plana da bagl oldugunu gostermektedir (Ren ve ark., 2017). Farkli
IRS translokasyonlar1 arasinda yapilan karsilastirmalarda ise 1RS.1BL hatlarinin en yiiksek verimi
verdigi, buna karsilik 1RS.1DL hatlarinin en diisiik verime sahip oldugu bildirilmistir. (Kumlay ve
ark., 2003).

Ren ve ark (2009), yaptiklar1 bir aragtirmada 1RS kromozom kolunda, bugday genetik arka
planiyla etkilesime girerek tane doldurma evresinin ilerleyen donemlerinde “stay-green” (yesil
kalma) ozelligi olusturan bir gen tamimlamistir. Verim artisi, ¢iceklenme sonrasinda yaprak
yaslanmasinin gecikmesi ve bunun sonucunda asimile edilen karbonun tane dokularina taginmasimin

ertelenmesi ile iligkilendirilmistir.
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2.5. 1BL.1RS Translokasyonunun Ekmeklik Kalite Ozellikleri Uzerindeki Etkileri

Bugdayin ekmeklik kalitesi; genetik altyapi, ¢evresel kosullar ve tarimsal uygulamalar gibi
cesitli faktorlerin karmagik etkilesiminden etkilenmektedir. Bu faktorler, 6zellikle tane protein
konsantrasyonu ve protein bilesimlerinin diizenlenmesi yoluyla kalite iizerinde belirleyici rol
oynadig bildirilmistir (Singh ve Khatkar, 2005). 1RS kromozom kolunun, 1RS.1BL translokasyon
hatlarinda protein icerigi lizerindeki etkisi oldukea ¢esitlidir. Cavdarin kokenine ve bugday genetik
arka planiyla olan etkilesimine bagli olarak degisiklik gostermektedir (Ren ve ark., 2012).

Bu translokasyonun en dikkat ¢ekici olumsuz etkilerinden biri, ekmeklik kaliteyi belirgin
sekilde diistirmesidir. Bu durum, ¢avdara 6zgii depo proteinlerini kodlayan Sec-1 lokusunun bugday
genomuna introgresyonu ile iligkilidir. Bu introgresyon, ayni zamanda gluteninleri kodlayan Glu-3
lokusu ile gliadinleri kodlayan Gli-1 lokusunun kaybina neden olmustur. Sonu¢ olarak monomerik
ve polimerik proteinler arasindaki denge bozulmus, bu da genellikle hamurun zayif yapist ve
yapigskanligr seklinde kendini gostermistir (Oak ve Tamhankar, 2016). Gliadinler, ekmek hacmi
potansiyeli ve hamur viskozitesi lizerinde etkili olurken; gluteninler, hamur gelisim siiresi ve ekmek
hacmini etkilemektedir. Ancak, hamur kalitesindeki diisiisiin dogrudan ¢avdar kaynakli secalinlerin
varligindan mi1, bugday glutenin ve gliadinlerinin yoklugundan mi, yoksa her ikisinin birlesiminden
mi kaynaklandigini belirlemek zordur. Cilinkii See-1 lokusunun varligi, Gli-1 ve Glu-3 lokuslarinin
yoklugu ile es zamanli olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Blechl ve ark., 2016).

Yapilan ¢esitli aragtirmalar ekmeklik kalite agisindan 1RS.1AL translokasyonunun olumsuz
etkisinin, 1RS.1BL ve 1RS.1DL translokasyonlarina kiyasla daha diisiik diizeyde oldugunu
gOstermistir. Ayrica glutenin seviyesindeki azalma, secalin varligina bagli azalma kadar belirgin
degildir. Dolayistyla hamur dayanikliligindaki diisiis daha sinirh kalmigtir (Sharma ve ark., 2018).

IRS.1BL translokasyonu, tane sertligi, hektolitre agirligi, sedimentasyon hacmi ve uzaya
bilirlik gibi kalite 6zelliklerini de olumsuz yonde etkilemistir. 1R(1B) yedekli hatlarindan elde edilen
tanelerin, 1RS.1BL translokasyonunu tasiyan hatlara kiyasla daha yumusak oldugu bildirilmistir.
Makarnalik bugdayda ise, 1RS.1BL translokasyonunun tane protein igerigi iizerinde anlamli bir
etkisi gdzlenmemekle birlikte, gluten igeriginde azalma, gluteninlerin sisme indeksinde diislis ve
mikro-SDS sedimentasyon hacminde azalma saptanmigtir (Moskal ve ark., 2020).

Cavdar genlerinin bugdaya aktarimu i¢in cesitli yontemler yaygin bicimde kullanilnustir. {1k
yontemler, bugday ve ¢avdara ait univalent kromozomlarin sentromer bolgelerinden kirilmasi ve
sonrasinda ilgili kromozom kollarinin yer degistirmesi ve kaynagmasi esasina dayanmaktaydi
(Graybosch, 2001). Daha sonrasinda, Sec-1 lokusunun silinmesi yoluyla 1BL.1IRS
translokasyonunun manipiilasyonu amaciyla radyasyon uygulamalar1 denenmistir. Bu siire¢
sonucunda elde edilen rekombinant hatlar ya daha kiigiikk 1RS segmentlerine sahip olmus ya da
degisen miktarda 1RS kromatini i¢ermistir. Ancak, bu yontemlerin hi¢biri sorunun temelini, yani
hamur kalitesindeki bozulmayi tam anlamiyla ortadan kaldiramamustir. Hamur kalitesindeki bu

olumsuzlugu gidermek amaciyla, cavdarin 1RS kromozom kolunun bugdaym grup |1
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kromozomlarinin kisa kollariyla rekombinasyonunu saglamak icin ph/ mutasyonlar1 kullanilmistir

(Sarbarzeh ve ark., 2002).

2.5.1. Nisasta ve a-amilaz AKktivitesi

Bugdayin un kalitesi, nisastanin yapisal bilesimiyle, 6zellikle amiloz:amilopektin orani ile
yakindan iligkilidir. Diisiik ya da sifira yakin amiloz i¢erigine sahip unlar, kesit goriiniimlerindeki
balmumuna benzerlik nedeniyle "waxy" (balmumu tipi) olarak tanimlanir. Waxy unlar, kompleks
dallanmis yapiya sahip olan amilopektinin inter-molekiiler ¢ift baglarla stabilize olmus heliks
yapilari olusturma kapasitesinin diisiik olmasi1 nedeniyle, yuamusak ve akiskan jeller olusturur (Blazek
ve Copeland, 2008). Waxy bugday ununun, normal unlarla yapilan karisimlarda, soguma siirecinde
cOziinmeyen nisasta aginin olusumunu baskiladigi gozlemlenmistir (Morita ve ark., 2003). Sonug
olarak, diisiik amiloz igerigi; daha yiiksek su absorpsiyon kapasitesi (dolayistyla daha yiiksek sisme
giicll), daha yiiksek pik viskozite, daha diisiik pik viskozite sicakligi, daha diisiik son viskozite ve
retrogradasyona karsi daha yiiksek direng ile iliskilendirilir (Blazek ve Copeland, 2008). Bu
ozellikler, iiriin kalitesi iizerinde ¢ok yonlii etkiler olusturmaktadir. Ornegin; daha iyi eriste dokusu
(Morita ve ark., 2003), daha biiyiik ekmek hacmi, daha gézenekli i¢ yapi, gelismis i¢ yumusakligi ve
daha yavas bayatlama gibi olumlu sonuclar elde edilmistir (Morita ve ark., 2003). Pham ve ark.
(2006) tarafindan yapilan bir ¢aligmada nisasta Ozellikleri lizerinde amilaz igeriginin etkileri
viskozite gelisimi, su tutma kapasitesi ve termal oOzellikler agisindan detayli bigimde
degerlendirilmistir.

Cavdar kromozom segmentinin bugdaya aktarimi, nigasta bilesimi lizerinde anlamli bir etki
gostermemistir. Bununla birlikte, cavdar kokenli 6rneklerde nisasta veriminde tutarli bir azalma
gbzlenmistir. Ayrica, 60°C ve 80°C’de sisme giiciinde azalma, 92°C’de 15 dakikalik bekletme
sonrasinda Brabender viskozitesinde diisiis, 1B.1R translokasyonu tasiyan bugdaylardan elde edilen
nisasta i¢in karakteristik 6zelliklerdir. Buna karsilik, 1B.1R translokasyonlu nigsasta orneklerinin
¢Oziiniirligl daha yiiksek bulunmustur. Cavdar kaynakli bugday nisastasi ile iiretilen ekmeklerin
doku puanlarmin, kontrol ekmeklerinden daha iyi oldugu bildirilmistir (Burnett, 1995).

2.5.2. Nisasta Dis1 Polisakkaritler ve Diyet Lifi

Nisasta dis1 polisakkaritler, 6zellikle yumusak bugdayda (Bettge ve Morris, 2000) ve
cavdarda (Pefia, 2004) su tutma kapasitesi, ekmeklik kalite ve tane dokusu iizerinde énemli bir rol
oynamaktadir (Bettge ve Morris, 2000; Pefia, 2004). Bu gruptaki en gii¢lii etki, pentozan
fraksiyonundan (arabinoksilanlar veya arabinogalaktanlar olarak da bilinir) kaynaklanmaktadir.
Pentozanlar, oksidatif kosullar altinda jel olusturarak ekmek hacmi, i¢ doku 6zellikleri (crumb) ve
bayatlama siireci gibi birgok hamur 6zelligini etkilemektedir (Goesaert ve ark., 2005).

Pentozanlar, diisiik diizeyde nisasta hasar1 ve diisiik protein kalitesi nedeniyle yumusak

bugday ve cavdar iriinlerinde belirgin bir rol oynamaktadir. Cavdarda pentozan igerigi; hamur
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verimi, stabilitesi ve hacminin temel belirleyicisi olup, dolayl olarak i¢ doku (crumb) yapisim ve
ekmek hacmini etkilemektedir (Lorenz, 2000). Yumusak bugdayda ise pentozan icerigi ve un protein
miktarinin, kurabiye capindaki varyasyonun %87’sini acikladigi bildirilmistir (Bettge ve Morris,
2000).

Tahilin ¢o6ziiniir nisasta dis1 polisakkarit igerigi, “diyet lifi” olarak tanimlanir ve bunun
baslica bilesenini ¢Oziiniir arabinoksilanlar olusturmaktadir (McGoverin ve ark., 2011).
Arabinoksilan, bugday ve ¢avdar endosperm hiicre duvarinin temel bileseni olup; 6giitme siirecinde
tanelerin davranisi, unun kalitesi, hamurun reolojik 6zellikleri ve ekmegin kalitesi lizerinde 6nemli
etkiler gdstermektedir. Cavdar, bugdaya kiyasla daha yiiksek toplam arabinoksilan igerigine sahiptir
(Morita ve ark., 2003).

Cavdarin translokasyonunun bugday hiicre duvari bilesimi iizerindeki etkisi, 1BL.IRS
translokasyon genine sahip ve sahip olmayan 12 kislik bugday orneginde; ekstrakte edilebilir ve
edilemez diyet lifi icerigi ile bilesimi, ayrica ndtral polisakkarit kalintilar1 analiz edilerek
incelenmistir. Cavdar translokasyonu tasiyan ve tagimayan cesitler arasinda; ekstrakte edilebilir
ksiloz kalintilari, toplam ekstrakte edilebilir diyet lifi ve ekstrakte edilemeyen mannoz kalintilari
bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur. Bununla birlikte, diger diyet lifi
bilesenleri agisindan herhangi bir farklilik gozlenmemistir. Ayrica, Toronto ¢esidinde ekstrakte
edilebilir seker kalintis1 miktari, diger translokasyon bugday ¢esitlerinden daha diisiik bulunmustur
(Selanere ve Andersson, 2002).

Endosperm hiicre duvarindaki ekstrakte edilebilir arabinoksilanin daha ayrintili incelenmesi
amaciyla; standart bugday, translokasyon bugday1 ve ¢avdar unlari karsilastirilmigtir. Bu ii¢ unun kiil
igerikleri oldukg¢a benzer bulunmus, bu da endosperm hiicre duvari bilesimlerinin karsilagtirilmasina
imkan tanimistir. Bu unlarin diyet lifi analizleri hem ekstrakte edilebilir hem de ekstrakte edilemez
ksiloz kalintilarinin (arabinoksilan1 temsil eden) cavdar ve translokasyon bugdayinda, standart

bugdaya kiyasla daha yiiksek oldugunu dogrulamistir (Selanere ve Andersson, 2002).

2.5.3. Dane Sertligi

Dane sertligi, pazarda bugday siniflarini ayirt etmek i¢in kullanilan en 6nemli tek 6zelliktir
(Morris 2002). Bu ozellik, su emilimi, zarar gormiis nigasta icerigi, diastatik aktivite, gaz tutma
yetenegi, 0glitme performanst ve fermantasyon kapasitesi lizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir
(Leon ve ark. 2007). Yumusak bugdayin 6giitiilmesi daha kolaydir ve daha diizensiz sekillerde, daha
kiiclik parcacik boyutuna sahip unlar elde edilir. Sert bugday unlar ise, daha yiliksek oranda zarar
gdérmiis nisasta, daha kolay akiskanlik ve eleme saglayan koseli graniiller igerir (Dendy ve Bogdan
2001). Dane sertligi, tanenin kirilmaya karsi1 gosterdigi direng olarak tanimlanabilir (Anjum ve
Walker, 1991). Sert bugday taneleri, biiyiikk ve kii¢lik nisasta graniillerinin igine gémiilii oldugu
kesintisiz bir protein matrisi ile karakterize edilir. Yumusak bugdayda ise kesintisiz bir protein matrisi

yoktur ve protein ile nisasta graniilleri arasindaki yapigsma zayiftir. Sertlik, bugdayin 6giitme ve
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firmcilik 6zelliklerini ve dolayisiyla pazar degerini etkilemesi nedeniyle ¢cok Onemli bir tane

ozelligidir (Pasha ve ark. 2010).

2.5.4. Lipitler

Lipitler, tahillarda dane agirliginin %2-5’ini olusturan yag fraksiyonudur (Chung ve Ohm,
2000). Lipitler; non-polar bilesenler, glikolipitler ve fosfolipitleri kapsar ve biiyiik 6l¢iide embriyoda
yogunlagsmistir (Chung ve Ohm, 2000). Lipitler, amilozun helikal yapistyla kompleksler olusturur;
bu nedenle amiloz icerigi genellikle lipit miktar1 ile korelasyon gosterir (Goesaert ve ark., 2005).
Dolayisiyla dane agirhiginda kii¢iik bir orana sahip olmalarina ragmen lipitler, hamur 6zellikleri
iizerinde 6nemli etkiler yaratabilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda lipitler nisasta graniillerinin
sismesini sinirlar, protein ekstrakte edilebilirligini azaltir ve ekmek hacmini diistiriirken; yiliksek
konsantrasyonlarda ise gaz hiicrelerinin stabilizasyonu yoluyla ekmek hacmini artirabilmektedir
(Goesaert ve ark., 2005).

Yukarida aktarilan literatiir bulgulari, bugday kalitesinin esasen depo proteinleri tarafindan
belirlendigini gostermektedir. Herhangi bir bugday cesidinin protein igerigi, ondan iiretilebilecek
nihai {irliniin tiiriini belirlemektedir. Sert bugday unlar1 yiliksek protein igerigi ve ekmek yapimina
elverigli elastik gluten yapisiyla giiclii iken; yumusak bugday unlar diisiik protein igerigine sahiptir
ve daha ¢ok biskiivi liretiminde kullanilmaktadir. Yiiksek verim potansiyeline sahip ¢esitlere yonelik
egilim uzun siiredir devam etmekte olup, bu baglamda 1BL.1RS translokasyonunun verimi artirma
potansiyeli nedeniyle diinyanin birgok bolgesinde yaygin kullanimi s6z konusudur. Ancak, glutenin
kodlayan alt birimlerin kaybi nedeniyle bu translokasyon hatlarinin kalite performansi geride
kalmigtir (Oak ve Tamhankar, 2016). Ayrica, bu translokasyon hatlariin kalite ile iligkili sorunlarini
gidermeye yonelik literatlir olduk¢a siirhidir. Bu nedenle, dogrulanmis markdrler kullanilarak
1BL.1RS rekombinant hatlarin gelistirilmesi, s6z konusu kalite sorunlarinin giderilmesinde umut

vadeden bir yaklagim olarak degerlendirilmektedir.

2.6. Cavdar Genomunun Dizilenmesi

Cavdarin bugday 1slahina sagladigi onemli faydalara karsin, genetik c¢esitliligin
cOziimlenmesi, genlerin tanimlanip klonlanmasi, genetik mekanizmalarin aydinlatilmasi ve 1slah
calismalarinin ilerletilmesi icin kritik 6neme sahip yiiksek kaliteli bir referans genomunun
bulunmamasi, ilerlemeyi belirgin bi¢imde yavaslatmustir. Yaklasik 7.9 Gb biiyiikliige sahip ve
%90°dan fazlas1 tekrar dizilerinden olugsan genom yapisi ile ¢avdarin allogamiye (dis dollenmeye)
bagimli olmasi, referans diizeyde bir ¢cavdar genomunun de novo olarak olusturulmasii oldukga gii¢
hale getirmektedir. flk genomik ¢alismalar kapsaminda ifade edilen dizi etiketlerinden (EST) olusan
bir kiitiiphane gelistirilmis ve bu c¢alisma Rye5SK genotipleme dizisinin olusturulmasina onciiliik
etmistir (Haseneyer ve ark., 2011). 2013 yi1linda sanal bir gen siralama haritasinin yayimlanmasi, bu

alandaki onemli bir doniim noktasi1 olarak kabul edilmistir (Martis ve ark., 2013). 2017 yilinda
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yayimlanan ilk taslak genom ise, yaklagik %35’lik bir kapsama oram ile tahmin edilen genomun
yaklasik 2.8 Gb’lik boliimiinii icermekte olup, muhtemelen gen bdlgesinin biiyiik ¢ogunlugunu
temsil ettigi diisiiniilmektedir. Bu gelisme, Rye600K genotipleme dizisinin gelistirilmesini miimkiin
kilmistir (Bauer ve ark., 2017).

2021 yilinda, cavdar genom ¢aligsmalar1 alaninda 6nemli bir ilerleme olarak, PacBio, Illumina
ve Hi-C platformlar1 kullanilarak iki yiiksek kaliteli cavdar genomu sekanslamistir (Rabanus-
Wallace ve ark., 2021; Li ve ark., 2021). Kromozom 6l¢eginde yapilan sekanslama, Lo7 inbred hatt1
iizerinden gergeklestirilmis olup, bu calisma araciligiyla yapisal varyasyonlar (SV), stres toleransi
genleri ve 6zellikle 1RS-1BL translokasyonu gibi kromozomal segmentlerin introgresyonu yoluyla
cavdarin bugday 1slahindaki rolii hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir (Rabanus-Wallace ve ark.,
2021). Cin menseli Weining ¢avdar ¢esidi lizerine yapilan genom sekanslamasinda ise transpozon
kaynakli genom genislemesini ve gesitli tarimsal 6zelliklerle iligkili kilit genler ortaya koymustur.
Karsilagtirmali genomik analizler sayesinde ¢avdarin evrimsel siireci ile bugday ve arpa ile olan
sentenik iligkileri izlenebilmistir (Li ve ark., 2021). Buna ek olarak yabani, yabanci ot (weedy) ve
kiiltiire alinmug tiirleri temsil eden toplam 116 cavdar genotipine ait tiim genom yeniden dizileme
(resequencing) ¢alismasi sonucunda, kiiltiire alinmig ¢avdarin dogrudan yabani tiirlerden degil,
yabanc1 ot olarak yetisen ¢avdarlardan kiiltiire alindig1 ortaya konmustur (Sun ve ark., 2022).

Cavdar genomunun, 6zellikle 1R, 2R ve 3R kromozomlari ile bu kromozomlara homolog
olan bugday kromozomlar arasinda gii¢lii bir kolinearite (korelasyon) sergiledigi bildirilmistir
(Rabanus-Wallace ve ark., 2021; Li ve ark., 2021). Ancak c¢avdar, megabaz biiyiikliigiindeki
inversiyonlar ve translokasyonlar gibi daha biiyiik 6lgekli yapisal varyasyonlart (SV) da igeren
kendine 6zgii genomik dinamikler sergilemektedir (Rabanus-Wallace ve ark., 2021; Li ve ark., 2021).
Kargilagtirmali tahil genomik c¢aligmalarini miimkiin kilan cavdar referans genomu, karmasik
ozelliklerin genomik temellerinin aydinlatilmasinda énemli bir rol oynamakta ve bu sayede gen kesfi
ile fonksiyonel karakterizasyon siiregleri hizlandirilmaktadir. Ayrica bu genom, genoma dayali 1slah
stratejilerinin gelistirilmesine olanak saglayarak, bugdaya biyotik ve abiyotik stres toleransi, verim
stabilitresi ve genel adaptasyon kazandiracak faydali c¢avdar genlerinin tanimlanmasini
kolaylastirmaktadir (Han ve ark., 2025).

Ozellikle, yakin zamanda yayimlanan gesitli bugday genomlari sayesinde 1RS kromozomu
iizerine daha fazla bilgi elde edilmis ve 1RS.1BL translokasyonunun bugday 1slahinda yaygin olarak
kullanilmasinin genomik temelleri daha net bigimde ortaya konmustur. Cavdar ¢esitleri arasinda ve
kendi iclerinde gozlenen yiiksek heterozigotluk dikkate alindiginda, genomik varyasyonlarin
biitiinciil sekilde analiz edilmesi ve seckin karmasik oOzelliklerle iligkili genlerin/lokuslarm
¢Oziimlenmesi amaciyla bir ¢avdar pan-genomu projesinin baslatilmasi 6nerilmektedir (Han ve ark.,
2025).

Lo7 ve Weining ¢avdar hatlarina ait yiiksek kaliteli genom sekanslari, 1RS kolu ile diger

Triticeae tiirlerinin homolog boélgeleri arasinda anlamli bir kolinearitenin bulundugunu ortaya
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koymustur. 1RS kromozom kolunun gen bakimindan zengin distal bolgeleri, 6zellikle stres toleransi
ve hastalik direnciyle iliskili fonksiyonel genler agisindan, cesitli Triticeae genomlariyla kapsamli
bir kolinearite gostermektedir (Rabanus-Wallace ve ark., 2021; Li ve ark., 2021). Buna karsilik,
sentromer ¢evresi (perisentromerik) bolgelerde gozlenen kolinearite diizeyinin diisiik olmasi, biiytik
yapisal varyasyonlar (SV) ve baskilanmig rekombinasyon ile agiklanabilmistir. Gergeklestirilen
genomik karsilastirmalar, 1RS kolunun bugdayla yakin bir filogenetik iligki i¢erisinde oldugunu da
gostermistir. Bu durum, 1RS kolunun bugday genomuna introgresyonu agisindan yiiksek bir
genomik uyumluluga sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Rabanus-Wallace ve ark., 2021).

Bugday genotipleri iizerine yapilan giincel genomik c¢aligsmalar, 1RS kromozomunun daha
ayrmtili bir sekilde karakterize edilmesini saglamistir. Kenong 9204 bugday cesidinde bulunan
1RS-1BL translokasyonu, patojen savunmasini artiran ATPaz inhibitor genleri de dahil olmak iizere
toplam 214 cavdara 6zgii geni igermektedir. Bu durum, s6z konusu translokasyonun hastalik direnci
bakimindan bugday i1slahinda yaygin olarak kullanilmasini desteklemektedir (Shi ve ark., 2022).
IRS-1BL translokasyonunu tasiyan Aikang 58 c¢esidine ait genom dizilemesi, bugdaydaki
karsiliklaria kiyasla farkli transpozon kompozisyonu ve azalmis kromozomal etkilesimler ortaya
koymustur (Jia ve ark., 2023). Zhou8425B, Aikang 58, Kenong 9204, Lo7 ve Weining gibi farkli
genetik arka planlara sahip hatlar arasinda gerceklestirilen karsilagtirmali analizler, 1RS kollarinin
biliyiik ol¢iide korunmus yapilar sergiledigini; ancak inversiyonlar, translokasyonlar ve
duplikasyonlar gibi karmasik yeniden diizenlenmeler nedeniyle 6nemli farkliliklar barindirdigini
gbstermistir (Li ve ark., 2025). Ozellikle, Zhou8425B genotipinde bulunan 1RS kolunun, 4ikang 58
ve Kenong 9204 gibi 1RS igeren bugday ¢esitlerine, diploid ¢avdar hatlari olan Lo7 ve Weining’e
gore daha genis bir sentenik bolgeyle karsilik geldigi belirlenmis ve bu durum, bugday genomuna
taginmis 1RS translokasyonlarinin daha yiiksek diizeyde korunmus olabilecegini diislindiirmiistiir.
Ayrica, Zhou8425B’deki 1RS kolunun telomerik ucunda, yaklasik 20.5 Mb uzunlugunda, diger
genom sekanslarinda daha az miktarda bulunan satelit dizilerinden olusan benzersiz bir kolinear
olmayan fragment tespit edilmistir (Li ve ark., 2025).

Yakin zamanda 17 bugday cesidini kapsayan bir pan-genom caligsmasinda, 1BL.1RS
translokasyon bolgesinde bugday kromozomu 1BS ile karsilastirildiginda sintenin kaybedildigi
bolgeler(synteny-lost region) ve sentromerik lokuslara yakin yiiksek okuma derinligine sahip
bolgeler dahil olmak iizere 6nemli yapisal varyasyonlar (SV) tanimlanmistir. Bu varyasyonlarin,
introgresyon sonrasi gerceklesen genetik yeniden diizenlenmelerin (6rnegin, insersiyonlar ve
inversiyonlar) gostergesi oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, 1RS-1BL translokasyonu igerisinde,
0zellikle 1RS kolunun terminal bolgesinde ve yaklasik 20 Mb’lik bir fragmentte anlamli diizeyde
varlik/yokluk varyasyonlari tespit edilmistir. Gergeklestirilen karsilastirmali analiz sonucunda 1RS
kollart ii¢ alt gruba ayrilmis ve bu yapi, 1RS’nin genetik ¢esitliligi ile farkli 1slah programlarina uyum
saglayabilme kapasitesini yansitmaktadir (Jiao ve ark., 2024). Bu kapsamli bulgular, 1RS kolunun

1slah ¢aligmalarinda daha etkin sekilde kullanilmasina yonelik degerli bilgiler sunmaktadir.
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2.7. Cavdar Introgresyonlarimmn Yiiksek Verimli ve Yiiksek Coziiniirliiklii Tespit Teknolojileri
Cavdar kromatinlerinin bugday genetik yapisinda izlenmesi ve karakterize edilmesi igin
etkin, dogru ve emek tasarrufu saglayan teknolojilere ihtiyag duyulmaktadir. Genomik in situ
hibridizasyon (GISH) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknolojilerindeki ilerlemeler
sayesinde ¢avdar kromatinlerinin tanimlanmasinda dnemli gelismeler kaydedilmis; bu sayede yeni
gelistirilmis bugday—cavdar introgresyon hatlarinda kromozomal yapinin belirlenmesi miimkiin hale
gelmistir (An ve ark., 2019; Han ve ark., 2024) S6z konusu teknolojiler ayn1 zamanda sentromerik
bolgelerin yapisal ve fonksiyonel analizlerinde de basariyla kullanilmistir (Liu ve ark., 2024).

Ek olarak, oligoniikleotid problarina dayanan denatiirasyon gerektirmeyen floresan in situ
hibridizasyon (ND-FISH) yontemi sayesinde tespit siireci kolaylastirilmis, zaman ve maliyet 6nemli
dlciide azaltilmustir. Ornegin, ¢avdar da dahil olmak iizere Triticeae tiirlerinin kromozom yeniden
diizenlenmeleri ve poliploidizasyon olaylarini saptamak i¢in yiiksek verimli karyotipleme amaciyla
etkili bir Oligo-FISH boyama sistemi kullanilmistir (Li ve ark., 2020). Oligoniikleotid problarina
yonelik devam eden yenilikler, bireysel kromozomlarin ve 6zgiil kromozomal segmentlerin ayirt
edilmesini miimkiin kilmakta ve bu sayede genis 6lcekli sitolojik tanimlamalari desteklemektedir (Fu
ve ark., 2015; Xi ve ark., 2020).

DNA markor teknolojilerindeki ilerlemeler, tespit siireclerinde verimliligi artirmistir.
Bugday genomu igerisinde cavdar kromatini tespiti igin ¢esitli DNA markorleri gelistirilmistir (Li ve
ark., 2024). Ozellikle yiiksek verimli dizileme teknolojileri, polimorfizmlerin tespitinde garpici bir
genisleme saglamistir. Ornegin, 6zgiil lokus amplifiye fragman dizilemesi (SLAF-seq) yontemi, tiim
cavdar kromozomlarini kapsayan ¢avdara 6zgli markor olusturulmasina olanak tanimistir (Han ve
ark., 2020). Ayrica, bugday ile cavdarn ayirt eden tek niikleotid polimorfizmine (SNP) dayali
Kompetitif alel-spesifik PCR (KASP) markérleri, ¢avdar kromatinlerinin bugday genetik yapsinda
yiiksek verimle tespitini kolaylagtirmaktadir (Han ve ark., 2020).

Genomik ve dizileme teknolojilerindeki gelismeler, ¢ok sayida markoriin gelistirilmesini
saglayarak hassas introgresyon haritalamasi ve hedefe yonelik seleksiyon siireclerine katki
sunmustur. Yiiksek yogunluklu SNP genotipleme dizileri, hexaploid bugday ve akrabalarinda gen
introgresyonlarmin genotiplenmesi ve izlenmesini miimkiin kilmakta olup, cavdar kromozomu 1RS
translokasyonunu tasiyan orneklerin tanimlanmasinda etkin rol oynamaktadir. Bu translokasyon,
bugday 1B kromozomunun iizerinde kendine 6zgii bir haplotip sergilemektedir (Winfield ve ark.,
2016). Genomik ve dizileme teknolojilerindeki siirekli ilerlemeler 15181nda, ¢avdar kromatini tespit
yontemlerinin daha da hassaslastirilmasi ve yiiksek verimlilige kavusturulmasi kaginilmaz hale

gelmistir.

2.8. Gelecege Yonelik Perspektifler
Cavdar, sahip oldugu genis genetik cesitlilik nedeniyle, bugday islahinda uzun siiredir

onemli bir genetik kaynak olarak degerlendirilmistir. Ozellikle 1RS-1BL translokasyonunun diinya
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genelinde yaygin bir sekilde kullanilmasiyla, ¢avdara ait genomik unsurlarin bugday genomuna
basarili bigimde aktarilabildigi gosterilmistir. Bu durum, bugdaym yabani akrabalarinin islah
stirecine katki potansiyelini agikga ortaya koymustur. Bugday—c¢avdar introgresyon hatlar
aracilifiyla bircok yararli 6zelligin bugdaya kazandirildigi bildirilmistir. Kromozom miihendisligi,
molekiiler sitogenetik, fonksiyonel genomik ve modern islah teknolojilerinde yasanan gelismeler
sayesinde, ¢avdar kokenli genlerin daha etkin bir bigimde kullanilabilmesine olanak saglanmistir.
Ancak cavdarin bugday 1slahindaki tiim potansiyeli halen tam anlamiyla agiga c¢ikarilamamustir.
Baglant1 siiriiklenmesi (Linkage drag), rekombinasyon baskilanmasi ve bugday ile cavdar arasindaki
kompleks etkilesimler gibi sinirlayici unsurlar 6nemini korumaktadir (Han ve ark., 2025).

Biiyiik veri ve yapay zeka destekli 1slah caginda, gelismis biyoteknolojik araglarin ve
cavdarin genis genetik kaynaklarinin bir arada kullanilmasi 6nerilmektedir. Germplazm materyalinin
kapsamli sekilde toplanmasi ve karakterize edilmesi i¢in ileri diizey molekiiler, sitolojik ve genomik
yontemlerin uygulanmasi hedeflenmektedir. Kromozom miihendisligi ve genom diizenleme
teknolojilerinin, ¢avdar kaynaklarinin yenilik¢i uygulamalarinin tesvik edilmesine katki saglayacagi
disiiniilmektedir. Diisiik maliyetli dizileme teknolojilerinin mutagenez temelli klonlama
stratejileriyle birlestirilmesiyle, ¢avdardan degerli genlerin izole edilmesi ve seckin allellerin
tanimlanmas1 miimkiin kilinacaktir.

Kromozom miihendisligi, molekiiler biyoloji ve c¢oklu omik dizileme yaklagimlarinin
entegrasyonu ile ¢avdar kokenli genlerin bugday genetik tabanindaki diizenleyici mekanizmalarinin
ve islevsel aglarinin derinlemesine ¢dziimlenmesi miimkiin olacaktir. Ayrica, genotipik, fenotipik ve
diger yiiksek boyutlu omik verilerin yapay zeka tabanli yontemlerle analiz edilmesiyle hem temel
arastirmalara hem de 1slah stratejilerine katki saglanabilecektir (Han ve ark., 2025).

Aragtirma hizinin artirilabilmesi ve genetik kaynaklar ile wverilerin adil sekilde
paylasilabilmesi igin uluslararasi is birliginin saglanmasi gerekmektedir. Cavdarin genetik
kaynaklarinin korunmasina, incelenmesine ve paylasilmasina yonelik kiiresel girisimlerin, bu
kaynaklarin etkin sekilde kullanilmasini destekleyecegi ongoriilmektedir. Uluslararasi is birligine
dayali bir ¢avdar pan-genom projesinin yiiriitilmesi durumunda, cavdara ait anahtar genotip ve
fenotiplerin genetik temellerinin kapsamli bi¢cimde anlasilmast miimkiin olabilecektir. Yiiksek
kaliteli genetik ve fenotipik verileri bir araya getiren kiiresel platformlarin olusturulmasiyla, gen kesfi
ve 1slah uygulamalarinin kolaylastirilmasi saglanacaktir. Farkli cevresel kosullarda yiiriitiilecek ortak
arazi denemeleri sayesinde, cevreye 0zgili genetik adaptasyonlar belirlenebilecektir (Han ve ark.,
2025).

Tim bu kolektif ¢abalarla birlikte, cavdar germplazm kaynaklarimin potansiyelinin en iist
diizeye ¢ikarilmasi ve hedefe yonelik hassas 1slah uygulamalarinin yonlendirilmesi saglanabilecektir.
Bu sayede, verimliligi artirilmis ve siirdiiriilebilir bugday cesitlerinin gelistirilmesi mimkiin

olacaktir.
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2.9. Cavdar Translokasyonlar1 Konusunda Yapilan Calismalar

Han ve ark (2020) tarafindan gerceklestirilen c¢alismada, Imperial, German White,
Jingzhouheimai, Baili ve Guyuan olmak {izere bes ¢avdar ¢esidi, SLAF-seq (specific-locus amplified
fragment sequencing) yontemiyle dizilenmis ve genis Olgekli c¢avdar-spesifik markdrler
gelistirilmistir. SLAF-seq ve biyoinformatik analizler sonucunda, ¢cavdarin 14 kromozom kolunun
her biri igin toplam 404 evrensel PCR-tabanli markdr ile tiim kollar1 kapsayan bir set KASP
(Kompetitive allele-specific PCR) belirteci gelistirilmis ve dogrulanmistir. Gelistirilen markdrler
arasinda, 1RS ve 2RL kromozom kollarina 6zgii iki KASP markoriiniin, dogal populasyonlarda 1RS
translokasyonlarinin ve bugday—c¢avdar tiirevi soylarinda 2RL kromozom kollarinin tespitinde
basariyla kullanildigi, ayrica bu kromozom segmentlerinin kiilleme hastaligina kars1 yetiskin bitki
doneminde diren¢ sagladigi belirlenmistir. Calismada elde edilen 404 PCR-tabanli markdr ve 14
kromozom koluna 6zgii KASP markorii, ¢avdar kaynakli genlerin bugday islahinda kullanimin
hizlandirabilecek potansiyele sahip bulunmustur. Ozellikle, KASP markérlerinin yiiksek verimlilikte
ve dogru sekilde bugday genomunda ¢avdar kromatini tespit edebildigi, bu nedenle markor destekli
seleksiyon (MAS) calismalarinda etkin bi¢cimde kullanilabilecegi ifade edilmistir. Ayrica, cavdar-
spesifik PCR tabanli markorlerin KASP markorlerine doniistiiriilmesi stratejisinin, yitksek verimli
ve diisiik maliyetli bir yaklasim oldugu; bu stratejinin, yabanci genlerin izlenmesinde ve diger
bugday akrabaliklariin incelenmesinde de kullanilabilecegi vurgulanmastir.

Szakacs ve ark. (2020) tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada Cin kokenli Secale cereanum tiiriine
ait ‘Kriszta’ hatt1 kaynakli genetik temeli genisletilmis bir 1BL.1RS translokasyon hatti gelistirilmig
ve detayli molekiiler ve fizyolojik analizlere tabi tutulmustur. Elde edilen ‘Mv179’ numarali hat, sar1
pas ve kahverengi pas hastaliklarma kars1 yiiksek diizeyde direng gostermis; bununla birlikte basak
morfolojisi, kardeslenme kapasitesi, fertilite ve diyet lifi (arabinoksilan) icerigi gibi verimle iligkili
ozellikler bakimindan ebeveyn bugday genotipine kiyasla iistiin performans sergilemistir. Molekiiler
sitogenetik analizler ve SSR ile DArTseq markorlerine dayali karsilastirmalar sonucunda, ‘179’
hattinda bulunan 1RS kolunun, S. cereale ve S. strictum homologlarinin bir rekombinant1 oldugu
belirlenmistir. Bu kol tizerindeki lokuslarin yaklasik %16’smin ‘Petkus’ kaynakli 1RS kolundan
farkli oldugu saptanmustir. Caligmada tespit edilen 1RS’ye 6zgii 162 markdrden 112°si (%69.5) gen
bolgeleriyle iliskilendirilmis; bunlar arasinda 10 markdriin, LRR domaini tasiyan ve hastalik
direnciyle iligkili olabilecegi dngoriilmiistiir. Bu markorlerin biiyiik bir kisminin subtelomerik ve
perisentromerik bolgelerde konumlandigi ifade edilmistir. ‘Mv179° hattinin, hastalik direnci
genlerinin haritaya dayali klonlamasinda 6nemli bir materyal olarak kullanilabilecegi ve yiiksek
arabinoksilan icerigi sayesinde hem saglikli beslenmeye katki saglayabilecegi, hem de ekonomik
acgidan verimli bir bugday tretimini destekleyebilecegi sonucuna varilmistir.

Rabanus-Wallace ve ark. (2021) tarafindan ¢avdarin islah potansiyelinin artirilmasi ve bu
tiiriin genetik kaynak olarak degerlendirilmesini kolaylagtirmak amaciyla gerceklestirilen ¢calismada;

yaklasik 7.9 gigabaz biiytikliigiinde olan ¢avdar (Secale cereale L.) genomuna ait kromozom &lgekli
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bir anotasyonlu genom dizisi olusturulmus ve bu genomun kalitesi, ¢ok sayida molekiiler genetik
kaynak yardimiyla kapsamli sekilde dogrulanmistir. S6z konusu genom dizisi, ‘Lo7’ hath
saflastirilmis cavdar hatti kullanilarak kisa okuma (short-read) tabanli yontemlerle elde edilmis ve
bu yeni genomik kaynagin potansiyeli, ¢cavdarin yabani akrabalarindan genetik olarak tam anlamiyla
izole edilmemis olusunun ortaya konulmasi yoluyla gdsterilmistir. Ayrica, stres toleransi ve polen
fertilitesi ile iligkili gen ailelerinin genomik organizasyonu ve yapisal karmagsikligina dair ayrintili
analizlere yer verilmis, cavdarin hibrit 1slahindaki kullanilabilirligine ve bugday islahinda genetik
kaynak olarak degerlendirilmesine iliskin baz1 avantaj-dezavantaj dengelerinin yonetilmesine olanak
saglayacak veriler sunulmustur.

Li ve ark. (2021) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada; ¢avdarin (Secale cereale L.), gida ve yem
amaciyla degerlendirilmesinin yani sira, bugday ve tritikale 1slahinda 6nemli bir genetik kaynak
olmasi ve bugdaygiller (Poaceae) familyasinda karsilastirmali genomik caligsmalarda vazgecilmez
bir materyal olarak kullanilmasi gibi ¢ok yonlii degerine dikkat cekilmistir. Bu kapsamda, Cin
mengeli tistiin nitelikli bir cavdar c¢esidi olan Weining kullanilarak yiiksek kaliteli bir genom
dizilemesi gergeklestirilmistir. Elde edilen genom dizisinin toplam uzunlugunun 7.74 Gb oldugu,
bunun tahmini genom biyiikliigliniin (%98.47) biiyiik kismin1 kapsadigr ve dizilenmis kontiglerin
%93.67’sinin (yaklasik 7.25 Gb) yedi kromozoma basariyla yerlestirildigi bildirilmistir. Dizide yer
alan tekrar eden (repetitif) elementlerin, toplam genomun %90.31’ini olusturdugu tespit edilmistir.
Onceki  Triticeae  genomlariyla  karsilastirldiginda,  Daniela, Sumaya ve  Sumana
retrotranspozonlariin ¢avdar genomunda belirgin diizeyde genisleme gosterdigi ortaya konmustur.
Weining genomunun detayli analiziyle; tim genom c¢apinda gen duplikasyonlarina, bu
duplikasyonlarin nigasta biyosentezinde gorevli genler {izerindeki etkilerine, kompleks prolamin
lokuslarinin fiziksel organizasyonuna, erken basaklanma &zelliginin altinda yatan gen ekspresyon
kaliplarina ve ¢avdarda evcillestirme ile iligkili oldugu diisiiniilen kromozomal bdolgeler ile aday
lokuslara iligkin yeni ve 6nemli bilgiler elde edilmistir.

Ren ve ark. (2022) tarafindan yiiriitillen ¢alismada, diinya genelinde bugday iiretimine
onemli katkilar saglayan ve Petkus ¢avdar cesidi kokenli 1RS-1BL translokasyonlarinin, 6zellikle
hastalik direnci ve verim 6zellikleri bakimindan 6ne ¢iktig1 vurgulanmistir. Ancak, 1RS kromozomu
iizerinde yer alan direng genlerinin, son yillarda ortaya ¢ikan yeni patojen irklarina kars1 direnglerini
tamamen kaybettikleri belirtilmistir. Bu baglamda, dogal olarak yabanci dollenme gosteren ve
bugday ile akraba olan ¢avdarin, 1RS varyasyonunu genisletme potansiyeli tasidig1 ifade edilmistir.
Bu amag dogrultusunda, Cin yerel cavdar ¢esidi Baili’den se¢ilmis bir kendilenmishat olan BL1 ile
bugday c¢esidi Mianyangl1’in melezlenmesi yoluyla ii¢ yeni 1RS-1BL translokasyon hatti
gelistirilmistir. Gelistirilen bu {i¢ yeni hat, Cin’de sar1 pas hastaliginin en siddetli goriildiigii alanlarda
yapilan tarla denemelerinde, en viriilant ve sik rastlanan Puccinia striiformis f. sp. tritici patotiplerine
kars1 yiiksek diizeyde direng gostermistir. Yeni translokasyon hatlarinda 1RS kromozomu tizerinde

konumlanan ve sar1 pasa karsi direng sagladigr belirlenen bir gen, gegici olarak YrRt1054 olarak
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adlandirilmigtir. Bu genin hem Y79 hem de Y#Cn 7 genlerine viriilant olan P, striiformis patotiplerine
kars1 etkili direng sagladigi bildirilmistir. S6z konusu yeni direng geninin, bugday 1slah
programlarinda dogrudan kullanim i¢in uygun oldugu belirtilmistir.

Ji ve ark. (2024) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, uzak akrabalar arasi melezleme
yoluyla gelistirilen iki bugday—¢avdar introgresyon hatt1 (SN21627-2 ve SN21627-6) detayli sekilde
karakterize edilmistir. Genomik in situ hibridizasyon (GISH) analizi sonucunda, her iki hatta da
yabanci kromozom segmentlerinin bulunmadigi belirlenmis; ancak ¢ok renkli floresan in situ
hibridizasyon (mc-FISH) analiziyle her iki hatta da yapisal kromozom degisikliklerinin mevcut
oldugu ortaya konmustur. Fide ve olgun bitki donemlerinde yapilan patojen testlerinde, SN21627-2
ve SN21627-6 hatlarinin sar1 pas (Puccinia striiformis f. sp. tritici) ve killleme (Blumeria graminis
f. sp. tritici) hastaliklarina kars1 yiliksek diizeyde direng gosterdigi saptanmustir. Her iki hatta ait
genomik DNA, 86 adet PCR-tabanli lokus-spesifik gen markorii ve 345 cavdar-spesifik SLAF
(Specific-Locus Amplified Fragment) markorii ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, ¢cavdarin 2R
kromozomuna 6zgii sekiz belirteg, her iki introgression hattinda da tespit edilmis; bu durum, s6z
konusu hatlarin 2R kromozomu segmentleri tagidigini ve bu segmentlerin sar1 pas ve kiillemeye kars1
direng saglayan genleri i¢erdigini diislindiirmiistiir.

Széke-Pazsi ve ark. (2024) tarafindan yliriitiilen ¢alismada Triticum aestivum (Mv9krl) ile
S. cereanum (‘Kriszta’; S. cereale x S. strictum yapay melezi) arasindaki melezlemenin BC:Fs
generasyonu, in situ hibridizasyon (GISH ve FISH) yontemleri ile taranmig ve DArTseq genotipleme
ile analiz edilmistir. Bu analizlerin amaci, 6n 1slah c¢aligmalarinda kullanilabilecek potansiyel
agronomik degere sahip genotiplerin secilmesi olmustur. Toplam 329,267 yiiksek kaliteli kisa dizi
okumasi iiretilmis; bunlardan 27,822 SilicoDArT ve 8,842 SNP markorii, S. cereanum’a ait 1R-7R
kromozomlarina 6zgii olarak tanimlanmistir. Marker yogunluklarmin ‘Lo7’ ¢avdar referans
psodokromozomlart boyunca dagilimi 1s1 haritalariyla incelendiginde, FISH ve DArTseq sonuglari
arasinda ince farkliliklarin bulundugu ortaya konmustur. Bu bulgular, S. cereanum’a ait “egzotik”
kromatinlerin bugday genomuna introgresyonunun, yiiksek verimli DArTseq genotipleme ile
giivenilir bigimde tespit edilebildigini gostermistir. Caligmada elde edilen Mv9kr1-‘Kriszta’ ekleme
ve translokasyon hatlarinin, stres toleransi veya hastalik direnci yiiksek bugday cesitlerinin
gelistirilmesinde 6nemli 6n 1slah materyalleri olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Li ve ark. (2024) tarafindan gerceklestirilen calismada, cavdar genomu ¢apinda basit tekrarlt
diziler (SSR) tanimlanmis ve 6zellikleri ortaya konmustur. Toplam 997,027 SSR belirlenmis olup,
ortalama yogunlugun 115.97 SSR/Mb oldugu bildirilmistir. Kromozomlar arasindaki SSR sayis1
bakimindan anlamli bir farklihik gozlenmemis; 2R kromozomu %15.29 ile en yiiksek, IR
kromozomu ise %13.02 ile en disiik orana sahip bulunmustur. Ayrica, kromozomlardaki SSR
sayisinin, kromozom uzunlugu ile anlamli gekilde korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. SSR motif
tiplerinin olduk¢a zengin oldugu ve tiim SSR tiplerinin ¢avdarin yedi kromozomu boyunca dagilim

gosterdigi  belirlenmistir. Mononiikleotid SSR’ler (MNRs), diniikleotid SSR’ler (DNRs) ve
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triniikleotid SSR’ler (TNRs) en yiiksek oranda bulunmus olup, sirastyla toplam SSR’lerin %46.90,
%18.37 ve %22.64’ini olusturmustur. MNR’ler igerisinde, G/C tekrarlariin %26.24 ile en yiiksek
orana sahip oldugu, ayrica 10 bp motiflerinin %31.32 oraninda goriildigli saptanmistir. SSR
dizilerine dayali olarak toplam 657 primer ¢ifti tasarlanmis; PCR sonuglari, bu primerlerden 119
ciftinin ¢avdar-spesifik oldugunu ve bu primerlerin bugday genomunda ¢avdar kromatini tespit
etmede etkili sekilde kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica, 86 primer ¢iftinin bir veya daha fazla

spesifik cavdar kromozomunu ayirt edebildigi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitki Materyali
Bu c¢alismada 3 adet Macar orijinli ekmeklik bugday hatt1 kullanilmis olup, séz konusu
hatlarla ilgili detay bilgilerk Cizelge 3.1'de, Mv179 T1BL.1RS translokasyon hattinin gelistirilme

stireci ise Sekil 3.1.”de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Macaristan orijinli ekmeklik bugday hatlar1 i ve tanimlari

Genotip Tanim

Mv179 ( Mv9krl/ Kriszta) Kriszta c¢avdar c¢esidi orijinli 1BL.RS
translokasyonuna sahip ekmeklik bugday hatti

Mv9krl Tranlokasyon icermeyen ekmeklik bugday
cesidi

Mv Magdaléna Petkus c¢avdar c¢esidi orijinli 1BL.RS

translokasyonuna sahip ekmeklik bugday cesidi
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1950"ler Secale c’erea!e cv. S. strictum (sin. m.{mrumzm)
Varda X subsp. anatolicum
(RR) (RR)
1989-2001
F1
[slah,
seleksiyon
2001 ‘ Martonvasari 9 krl (AABBDD) X | S. cereanum cv. Kriszta(RR)
F1
(ABDR)
Embriyo kurtarma teknigi ile
kromozom katlama
2003
MvOkrl ile 2 kez geri
melezleme
BC, Bitkileri

Kendileme(8 kez), Tarlada

‘ 2005 ‘ l Seleksiyon
BC,Fy Bitkileri

. 20142016 |

Sari Pas Dayanikhilik Testleri

l Sitogenetik Analizler (GISH, FISH),

20" bugday + 1" T.1BL1RS

Mv179

Sekil 3.1. Mv179 T1BL.1RS translokasyon hattinin gelistirilme siirecinin akis diyagrami

3.2. DNA Sekans Verisi ve Biyoinformatik Calismalar

Bu ¢aligmada kullanilan 1BL.1RS translokasyon kromozomlarinin ayrigtirilmasi ve dizileme
islemleri hizmet alim1 yoluyla ger¢eklestirilmistir. Bu amag i¢in Mv179 tohumlari ¢cimlendirilmis ve
kok ucu meristem dokulari, Centre for Agricultural Research ELKH (Macaristan) biinyesinde
standart protokoller dogrultusunda hazirlanmistir. Senkronize meristem dokularindan hazirlanan
mitotik kromozom siispansiyonlari, FITC isaretli GAAs oligoniikleotid probu ve 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) kullanilarak FISHIS (Fluorescent In situ Hybridization in Suspension) yontemiyle
floresan isaretlenmistir. Ardindan, biparametrik akis karyotipleme (Flow Karyotyping) teknigi
kullanilarak >%80 saflikta 1BL.1RS kromozom fraksiyonu ayrigtirilmistir (Giorgi ve ark., 2013).
Izole edilen kromozom fraksiyonlarindan DNA ekstraksiyonu yapilarak kiitiiphane hazirlig
gergeklestirilmis ve sekanslama islemleri Illumina NovaSeq 6000 platformunda paired-end (2x150
bp) modunda tamamlanmistir. Elde edilen ham FASTQ verileri biyoinformatik calismalarda

kullanilmugtir.
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3.2.1. Ham Sekans Verisinin Kalite Analizi ve Filtrelenmesi

Dizileme sonucunda elde edilen 1BL.1RS kromozomuna ait ham FASTQ verileri, analiz
amaciyla Ubuntu tabanli Linux ortamina aktarilmistir. Ham okumalarin kalite kontrolii FastQC
v0.12.1 yazilimi ile yapilmig(Sekil 3.2), baz kalitesi, GC(Guanin+sitozin) orani ve olast adaptor
kontaminasyonlar1 incelenmistir. Ardindan, adaptor sekanslarinin ve diisiik kaliteli bazlarin
uzaklastirilmasi i¢in Fastp v0.23.2 aract kullanilmigtir (Chen ve ark., 2018). Bu islem sonrasinda

yiiksek kaliteli okumalar montaj asamasina aktarilmaistir.

Ham Data

Kalite Analizi
FastQC

Filtreleme
Fastp

Tekrar Dizileri
RepeatExplorer2

GenomeScope KmerGenie

De novo birlestirme(de

novo assembly)

NLR-Annator RepeatModeler

—

RepeatMasker

AUGUSTOS

eggNOG-Mapper | | Diamondblastp InterProScan

Sekil 3.2. Calismada kullanilan is akis semasi
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3.2.2. K-mer Analizi

Montajdan &nce, dizilerin temel istatistiksel dzelliklerini belirlemek ve en uygun k-mer
uzunlugunu tespit etmek amaciyla GenomeScope v2.0.1 ve KmerGenie v1.7051 yazilimlan
kullanilmistir (Chikhi ve Medvedec, 2014; Vurture ve ark., 2017). K-mer frekans dagilimlari analiz
edilerek genomun tahmini biiylikliigi, heterozigotluk orani ve tekrar icerigi degerlendirilmistir. Her
iki yazilimin 6nerdigi degerlere gore optimum k-mer uzunlugu 93 olarak belirlenmistir (Vurture ve

ark., 2017; Ranallo-Benavidez ve ark., 2020).

3.2.3. De novo Birlestirme (De novo assembly)

Belirlenen k-mer degeri kullanilarak ABySS v2.3.10 araci ile "De novo" birlestirme( De
novo assembly) islemi gerceklestirilmistir (Jackman ve ark., 2017). De novo birlestirme ¢iktilar
arasinda bitisik diziler (contig) ve dizi iskeleleri (scaffold) yer almis, montajin genel istatistikleri
BBMap v39.0 araciyla hesaplanmustir (https://sourceforge.net/projects/bbmap/). Bu kapsamda N50
degeri, toplam montaj uzunlugu, contig sayisi, L50 degeri ve GC igerigi gibi parametreler

raporlanmistir.

3.2.4. De novo Birlestirme Kalitesinin Degerlendirilmesi

De novo birlestirme(De novo assembly) kalitesinin degerlendirilmesi amaciyla BUSCO
(Benchmarking Universal Single-Copy Ortholog) v5.8.0 yazilimi kullanilmis ve analizler iki farkl
soy veri seti ile gerceklestirilmistir (Simao ve ark., 2015). Ilk olarak bitkilere 6zgii 1614 korunmus
¢ekirdek geni igeren embryophyta odb10 veri seti (https://busco.ezlab.org) kullanilmistir. Bu veri
seti i¢in iki farkli degerlendirme yaklagimi uygulanmis olup bunlar: (i) AUGUSTUS tabanli ab initio
gen tahmin modu (euk genome aug) ve (ii) Miniprot tabanli hizalama destekli tahmin modu
(euk_genome_min)'dur (Manni ve ark., 2021). Bdylece ayni1 biyolojik veri seti izerinde hem tahmine
dayali hem de hizalamaya dayali yaklagimlar karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Calismada bir
diger degerlendirme ise 255 korunmus geni iceren eukaryota odbl0 veri seti
(https://busco.ezlab.org) ile yapilmig ve bu analizde Miniprot tabanli euk genome_min modu
kullanilmistir. Her bir kosulda elde edilen tam (Complete), pargali (Fragmented) ve eksik (Missing)

BUSCO oranlar1 raporlanmis ve montajm gen biitiinliigti bu metrikler iizerinden yorumlanmustir.

3.2.5. Tekrarlayan Dizilerin Kiimeleme Analizi

Tekrarlayan dizilerin tanimlanmasi amaciyla graf tabanli kiimeleme (graph-based clustering,
RepeatExplorer2 modu) yaklagimi kullanilmistir (Novak ve ark, 2017). Analiz 6ncesinde, veri setini
standartlastirmak ve hesaplama siiresini kisaltmak amaciyla her iki okuma yo6niinden (R1 ve R2)
1.000.000 okuma olacak sekilde rastgele 6rnekleme (subsampling) yapilmistir. Bu islem SeqTK

(setq_sample) araci ile komut satirinda gergeklestirilmistir.
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Olusturulan alt oOrneklem dosyalari, RepeatExplorer2 sisteminin kalite skorlarini
kullanmamasi nedeniyle FASTQ formatindan FASTA formatina doniistiiriilmiis, ardindan okuma
giftlerinin sirali bir bigimde tek bir dosyada yer almasit icin SeqTK mergepe aract
(https://github.com/lh3/seqtk) ile birlestirilmis (birlestirilmis ¢ift u¢lu dosya — merged paired-end
fasta) ve analiz giris dosyasi haline getirilmisti. =~ Hazirlanan birlesik FASTA dosyasi,
RepeatExplorer2 kiimeleme motoru ile islenmis ve diziler benzerlik grafigi ilizerinden kiimelere
ayrilmistir (Novak ve ark., 2010; Neumann ve ark., 2019). Kiimeler daha sonra tekrarli element
siniflandirma modiilii (RepeatClassifier/REXdb referansli) kullanilarak siiflandirilmistir. Bu
asamada retrotranspozonlar (Gypsy, Copia), DNA transpozonlari, rDNA dizileri ve satellit tekrarlar
belirlenmistir. TAREAN modiilii (Tandem Repeat Analyzer) ile satellit dizilere ait tekrar birimi
uzunlugu (monomer), konsensus dizileri ve tekrar organizasyon yapisi analiz edilmistir (Novak ve
ark, 2017). Her kiimenin genom igindeki oransal katkisi (%) hesaplanmis ve sonuglar

degerlendirilmistir.

3.2.6. Tekrarlayan Dizilerin '"De novo'" Tanimlanmasi

Mv179 1BLI1RS translokasyon hattina ait sekans dizisinde tekrarlayan DNA elemanlarinin
(repetitif dizilerin) tanimlanmasi amaciyla RepeatModeler v2.0.4 araci kullanilmistir (Flynn ve ark.,
2020). Analiz, Linux ortaminda varsayilan parametrelerle ylriitiilmiistiir. RepeatModeler, RECON
v1.08 ve RepeatScout v1.0.6 araglarini entegre sekilde kullanarak genom dizisi {izerinde "De novo"
tekrar ailelerini tanimlamaktadir (Bao ve Eddy., 2002; Price ve ark., 2005). Bu yaklagim, 6nceden
bilinen referans kiitiiphanelerine bagli kalmadan, dogrudan sekans dizisinden hareketle genomun
kendi tekrar yapisinin ortaya ¢ikarilmasini saglamaktadir.

Bu analiz sonucunda elde edilen konsensus diziler, Mv179 1BL1RS sekansinda tanimlanan
tiim tekrar ailelerinin temsili dizilerini icermektedir. Bu diziler, tekrarli DNA igeriginin genel
bilesimini incelemek amaciyla sinif diizeyinde degerlendirilmistir. Bu amagla retrotranspozon
(Tyl/copia, Ty3/gypsy), LINE ve SINE elemanlar1 ile DNA transpozon (CACTA, hAT, Helitron)
aileleri belirlenmistir. Ayrica, genomun kiigiik bir boliimiini olusturan rDNA, uydu (satellite) ve
tamimlanamamis (unclassified) tekrar tipleri de tespit edilmistir. Boylece translokasyon bdlgesinin
tekrarlayan dizi kompozisyonu niteliksel olarak ortaya konulmustur. Bununla birlikte elde edilen
"konsensus_sekans.fasta" dosyasi ise her tekrar ailesine karsilik gelen konsensus dizilerini
(consensus sequences) FASTA formatinda sunmaktadir. Bu diziler, IBL1RS kromozomuna 6zgii de
novo olusturulmus bir tekrar kiitiiphanesi (repeat library) niteligindedir.

Bu analiz sonucunda elde edilen konsensus diziler, ¢alismanin sonraki asamalarinda

maskeleme veya gen tahmini siireglerinde kullanilmigtir
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3.2.7. NLR Genlerinin Tanimlanmasi ve Filogenetik Analizi

Bu ¢aligmada 1BL1RS translokasyon hattina ait Mv179 1BL1RS de novo birlestirme dizisi
ile karsilagtirma amaciyla bugdaym 1B kromozomu (Triticum aestivum, IWGSC) ve ¢avdarin 1R
kromozomu (Secale cereale,].o7) tlizerinde NLR (nucleotide-binding leucine-rich repeat) bolge
tanimlamast yapilmistir. NLR genlerinin belirlenmesi i¢in NLR-Annotator v2.1b yazilimi
kullanilmistir (Steuernagel ve ark., 2020). Bu arag, NB-ARC(niikleotid baglayici diizenleyici bolge)
cekirdek bolgesi, TIR/CC(Toll/Interleukin-1 Receptor/Coiled-Coil) baslangic motifleri ve
LRR(Leucine-Rich Repeat) tekrarlarini tarayarak olasit NLR adaylarini belirlemis ve ¢ikti olarak
GFF ile BED formatinda sunmustur. Boylece Mv179 1BL1RS sekansi, bugday 1B ve ¢avdar 1R
kromozomlar1 ayni parametre kiimesiyle islenmis ve karsilastirilabilir bir "NLR aday" listesi
olusturulmustur. Elde edilen aday boélgelerin dizileri BEDTools v2.30.0 kullanilarak sekans
dosyalarindan ¢ikarilmis ve EMBOSS transeq araci ile amino asit dizilerine ¢evrilmistir (Quinlan ve
Hall, 2010). Ceviri sonras1 dur kodonu (“*”) igeren veya ¢ok kisa olan diziler filtrelenmis, boylece
hatali olabilecek NLR’ler elenmistir. NB-ARC c¢ekirdek domaininin varligi, elde edilen NLR
adaylarinin dogrulanmasi amaciyla HMMER v3.3.2 paketinde yer alan hmmsearch araci kullanilarak
test edilmistir (Eddy, 2011). Bu analizde Pfam veri tabanindaki NB-ARC (PF00931) protein ailesine
ait HMM profili referans olarak alinmig ve tiim aday protein dizileri bu profile kars1 hizalanmustir.
Analiz sonucunda tamimlanan bdlgelerin tamaminin NB-ARC domaini ile yiiksek benzerlik
gosterdigi dogrulanmistir. Bu adim, NLR-Annotator tarafindan belirlenen bolgelerin ger¢ekten NB-
ARC ¢ekirdek yapisini igerdigini ve yanlis pozitif aday bulunmadigini gostermistir.

Analizde yalnizca 1BL1RS hattindan elde edilen NLR’ler degil, ayni1 zamanda RefPlantNLR
veri tabaninda yer alan fonksiyonu tanimlanmis R-genlerine ait protein dizileri de kullanilmistir
(Kourelis ve ark., 2021). Bu genler veri setine eklenmis ve “RGENE” o6nekiyle yeniden
adlandirilmistir. Tim protein dizileri tek bir FASTA dosyasinda birlestirilerek ¢oklu hizalama
asamasina gecilmistir.

Coklu dizilim analizi MAFFT v7.520 yazilimi ile yapilmistir (Katoh ve Standley, 2013).
Yiiksek dogruluk gerektiren bu analizde L-INS-i algoritmasi tercih edilmistir. Ardindan hizalama,
bosluk oranini azaltmak ve diigiik bilgi igeren bolgeleri ¢ikarmak amaciyla trimAl v1.5 araciyla
optimize edilmistir (Capella-Gutiérrez ve ark., 2009).

Filogenetik analizler, IQ-TREE v2.3.5 yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir (Minh ve
ark., 2020). Model sec¢imi, programin gomiilii ModelFinder algoritmasi tarafindan Bayesian
Information Criterion (BIC) esas alinarak otomatik yapilmis ve JTT+F+G4 modeli en uygun amino
asit ikame modeli olarak belirlenmistir. Dal giivenilirligini belirlemek i¢in 1000 yinelemeli ultrafast
bootstrap ve SH-aLRT testleri uygulanmistir. Olusturulan filogenetik agag, iTOL v6 platformu
iizerinden gorsellestirilmis ve kladlar, tiir kaynaklarina gore renklendirilmistir (Letunic ve Bork,

2021).
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Bu analizler sonucunda Mv179 1BL-1RS kromozomuna ait NLR adaylarinin, bugday ve
cavdar kokenli NLR’lerle ve literatiirde fonksiyonu bilinen dayaniklilik genleriyle filogenetik
iligkileri ortaya konulmustur. Bdylece translokasyon segmentinin tasidigi olast dayaniklilik gen

aileleri ve bunlarin evrimsel kokenleri belirlenmistir.

3.2.7. Mv179 1BL.1RS Kromozomunun Homoloji Tabanh Karsilastirma Analizleri
Maskelenmis genom {izerinde gen tahmini AUGUSTUS (species=triticum aestivum)
kullanilarak gerceklestirilmis ve protein ¢iktilar1 elde edilmistir (Stanke ve ark., 2004). Tahmin
edilen bu protein dizileri fonksiyonel anotasyon amaciyla eggNOG-mapper v2 (COG siniflari, GO
terimleri, KEGG yollar1) ve InterProScan (IPR domainleri, GO anotasyonlari) ile analiz edilmistir
(Jones ve ark., 2014; Cantalapiedra ve ark., 2021). Elde edilen anotasyon ¢iktilar1 Python tabanl 6zel
betikler ile 6zetlenmis; en sik goriilen InterPro domainleri, COG fonksiyon kategorileri ve GO
terimleri grafiksel olarak gorsellestirilmistir. Ayrica tahmin edilen Mv179 proteinleri DIAMOND
BLASTP kullanilarak bugday (IWGSC RefSeq v1.0) ve cavdar (Lo7 v1) referans protein setlerine
hizalanmais; her gen i¢in en yiiksek bitscore’a sahip eslesme “best-hit” olarak se¢ilmis ve tiir bazl
ortolog dagilimi ¢ikarilmistir. Bu veriler kullanilarak bugday—c¢avdar bitscore karsilastirmalari, %
benzerlik yogunluklari, bitscore farki histogramlar ve log-E degerleri grafiksel olarak analiz

edilmistir.

3.2.8. Sekansin Cavdar (Secale cereale) Referansina Hizalanmasi ve Varyant Analizi

Mv179 hattina ait dizileme verilerinden elde edilen cift uclu (paired-end) okumalar,
Trimmomatic v0.39 yazilimi kullanilarak adaptor sekanslarindan ve diisiik kaliteli bazlardan
arindirilmistir (Bolger ve ark., 2014)(Sekil 3.3). Temizlenmis okumalar, kisa okumalara uygun
parametrelerle ¢alisan Minimap2 v2.22 araci ile referans ¢avdar genomuna hizalanmistir (Li, 2018).
Elde edilen ".sam" uzantili hizalama dosyalari, SAMtools v1.19 yaziliminin view komutu ile ".bam"
formatina doniistiiriilmiis; sort komutu ile siralanmis ve index komutu ile indekslenmistir (Danecek
ve ark., 2021). Ardindan, Picard v3.1.1 yaziliminin MarkDuplicates modiilii kullanilarak tekrarli
(duplikat) okumalar filtrelenmistir (http://broadinstitute.github.io/picard/). Qualimap v2.2.2 araci ile
hizalama kalitesi ve kapsama gibi istatistiksel parametreler elde edilmistir (Okonechnikov ve ark.,
2016). Varyant ¢agirimi, poliploid tiirlerde giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle FreeBayes v1.3.7
araci ile gerceklestirilmis ve sonuglar ".vcf" formatinda elde edilmistir (Garrison ve Marth., 2012).
Bu dosya, Python betikleri kullanilarak islenmis ve tablo formatina (Excel/CSV) doniistiirilmiistiir.
Veri isleme asamasinda, yalnizca QUAL degeri >100 olan ve >30 bp uzunlugundaki "InDel"
bolgeleri filtrelenerek ileri analizler igin segilmistir. Filtrelenen InDel lokuslari, IGV (Integrative
Genomics Viewer) yazilimi kullanilarak ".bam" dosyalariyla birlikte gorsel olarak dogrulanmustir.
Dogrulugu onaylanan bdlgelerden "+200 - 800 bp" uzunlugunda flanking diziler ¢ikarilmig ve

Primer3 araci ile primer tasarimi yapilmistir (Untergasser ve ark., 2012). Tasarlanan primer dizileri,
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IDT OligoAnalyzer ile Tm, GC igerigi, sa¢ tokasi (hairpin) ve dimer yapisi agisindan analiz
edilmistir. Uygun bulunan diziler i¢in "in silico" 6zgiilliik analizi gergeklestirilmis ve primer dizileri,
Ensembl Plants BLAST platformu {izerinden hem bugday (IWGSC) hem de ¢avdar (Lo7) referans
genomlariyla hizalanarak karsilastinnlmistir. Tekil ve hedef bolgeye 6zgii hizalanma gosteren primer
ciftleri, InDel tabanli markor gelistirme igin yiiksek giivenilirlikte adaylar olarak belirlenmistir. Bu

kapsamda, toplam 30 adet InDel markorii bagartyla tasarlanmustir.

3.2.9. Varyantlarin Anotasyonu

Bu calismada FreeBayes yazilimi ile elde edilen VCF formatindaki varyant dosyasinin
genetik yapilara etkilerini belirlemek amaciyla anotasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu amacgla,
biyoinformatik analizlerde yaygin olarak kullanilan SnpEff v5.2c yazilimi tercih edilmistir
(Cingolani ve ark., 2012). Anotasyon siirecinde referans olarak ¢avdar (Secale cereale) Lo7 genomu
kullanilmistir. Bu referansa ait genom dizisi (FASTA formatinda) ve gen yapisini tanimlayan
anotasyon dosyasi (GFF3 formatinda) SnpEff veri tabanina entegre edilmistir. Gerekli dosyalar data/
dizinine yerlestirilmis ve "snpEff.config" yapilandirma dosyas1 diizenlenerek L.o7 genomuna ait bir
referans profili tanimlanmaistir.

Ardindan build komutu kullanilarak ilgili referans veri tabani olusturulmus, anotasyon islemi
ise "ann" komutu ile baglatilmistir. Anotasyon sonucunda elde edilen veriler ".vcf "uzantili dosya
formatinda kaydedilmistir. Her bir varyant i¢in; bulundugu genom boélgesi (6rnegin ekzon, intron,
upstream veya downstream), etkisinin tiirii (ornegin sessiz, anlam degistirici, ¢cergeve kaydirici veya
dur kodonu olusturan), etkiledigi gen ya da transkript kimligi ve amino asit diizeyinde meydana gelen
degisim bilgisi belirlenmistir.

Ayrica SnpEff tarafindan saglanan "summary.html" formatindaki 6zet rapor ile varyant
etkilerinin smiflandirilmasi yapilmig ve varyantlarin yiiksek, orta ya da disiik etkili oldugu
kategoriler belirlenmistir. Ozellikle gen bélgelerinde yer alan ve protein yapisini degistirme
potansiyeli tagiyan InDel’ler belirlenmistir. Buraya kadar yapilan tiim islemleri gosteren akis semast

Sekil 3.3'de verilmistir.
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Sekil 3.3. Hizalama, varyant ¢cagirimi ve anotasyon islemlerinin is akis grafigi

3.3. InDEL Markor Analizi
3.3.1. Yaprak Orneklerinin Alinmasi ve DNA izolasyonu

Bu calismada; biri Kriszta kdkenli 1BL.1RS translokasyon hatti, biri translokasyon
icermeyen bugday hatti, biri Petkus kokenli 1BL.1RS translokasyon hatt1 olmak iizere toplam ii¢
bugday hatti kullanilmistir. Ayrica bes tescilli ¢avdar (Secale cereale L.) g¢esidi, bes tritikale (X
Triticosecale Wittmack) c¢esidi ve farkli ekolojik bolgelerden toplanan 82 cavdar genotipi de
calismaya dahil edilmistir. Tiim genotiplerin tohumlar1 viyollere ekilmistir. Bitkiler biiylime
odasinda 20°C sicaklikta, 18 saat aydinlik / 6 saat karanlik kosullarinda yetistirilmistir. Cimlenmeden
sonra fidelerin gelisimi giinliik olarak izlenmistir. Gelisimin 14. giinliniin sonunda, her genotipin
geng yapraklarindan DNA izolasyonu i¢in yaprak drnekleri yapilmstir. Ornekler elle hasat edilmis
ve kontaminasyonu 6nlemek amaciyla steril pens ve makaslar kullanilmistir. Calismada kullanilan
tiim genotiplerin listesi Cizelge 3.2.’de verilmistir. Tohumlarin ekimi ve yapraklarin toplanmasi

islemi Sekil 3.4. de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Caligmada kullanilan ¢avdar ve tritikale koleksiyonunun listesi

Sira

No Popiilasyon Adi Tiir Sira No Popiilasyon Adi Tiir

1 2006-6-25-3-1 Cavdar 49 Mv179 Ekmeklik Bugday
2 2006-6-25-3-1 Cavdar 50 Mv9krl Ekmeklik Bugday
3 2005-6-27-5-14 Cavdar 51 MvMagdelena Ekmeklik Bugday
4 2005-6-27-5-14 Cavdar 52 Aramtes Cavdar
5 2006-6-17-5-1 Cavdar 53 Muello Cavdar
6 2006-6-17-5-1 Cavdar 54 Dukado Cavdar
7 2006-6-27-1-8 Cavdar 55 Wiants Cavdar
8 2006-6-27-1-8 Cavdar 56 Ucrr-2001 Cavdar
9 2004-6-21-4-7 Cavdar 57 Pignos Tritikale
10 2004-6-21-4-7 Cavdar 58 Dubleo Tritikale
11 2005-6-26-2-13-1 Cavdar 59 Isflavius Tritikale
12 2005-6-26-2-13-1 Cavdar 60 Logo Tritikale
13 2005-6-29-7-3 Cavdar 61 Tacettin Bey Tritikale
14 2005-6-29-7-3 Cavdar 62 2005-6-28-12-7-1  Cavdar
15 2006-6-20-11-12 Cavdar 63 2005-6-28-12-7-1  Cavdar
16 2006-6-20-11-12 Cavdar 64 2005-6-28-12-7-2  Cavdar
17 2005-6-28-5-7 Cavdar 65 2005-6-28-12-7-2  Cavdar
18 2005-6-28-5-7 Cavdar 66 2006-6-25-9-6 Cavdar
19 2004-7-3-11 Cavdar 67 2006-6-25-9-6 Cavdar
20 2004-7-3-11 Cavdar 68 2006-6-24-1-9 Cavdar
21 2006-6-26-6-5 Cavdar 69 2006-6-24-1-9 Cavdar
22 2006-6-26-6-5 Cavdar 70 2006-6-20-4-3 Cavdar
23 2004-6-21-3-1 Cavdar 71 2006-6-20-4-3 Cavdar
24 2004-6-21-3-1 Cavdar 72 2006-6-27-4-6 Cavdar
25 2004-6-21-3-2 Cavdar 73 2006-6-27-4-6 Cavdar
26 2004-6-21-3-2 Cavdar 74 2005-6-26-7-6 Cavdar
27 2005-6-25-11-9 Cavdar 75 2005-6-26-7-6 Cavdar
28 2005-6-25-11-9 Cavdar 76 2006-6-26-2-10 Cavdar
29 2005-6-30-3-6 Cavdar 77 2006-6-26-2-10 Cavdar
30 2005-6-30-3-6 Cavdar 78 2004-6-23-2-7 Cavdar
31 2005-7-5-7-5 Cavdar 79 2004-6-23-2-7 Cavdar
32 2005-7-5-7-5 Cavdar 80 2004-6-23-3-5 Cavdar
33 2005-6-27-5-13-1 Cavdar 81 2004-6-23-3-5 Cavdar
34 2005-6-27-5-13-1 Cavdar 82 2006-6-25-2-6 Cavdar
35 2005-6-27-5-13-2 Cavdar 83 2006-6-25-2-6 Cavdar
36 2005-6-27-5-13-2 Cavdar 84 2005-6-26-3-8 Cavdar
37 2006-6-25-8-8 Cavdar 85 2005-6-26-3-8 Cavdar
38 2006-6-25-8-8 Cavdar 86 2005-26-3-8-2 Cavdar
39 2005-6-27-2-9 Cavdar 87 2005-26-3-8-2 Cavdar
40 2005-6-27-2-9 Cavdar 88 2005-6-26-3-8-2 Cavdar
41 2005-6-27-4-9-2 Cavdar 89 2005-6-26-3-8-2 Cavdar
42 2005-6-27-4-9-2 Cavdar 90 2005-6-28-8-6-1 Cavdar
43 2005-6-29-7-3 Cavdar 91 2005-6-28-8-6-1 Cavdar
44 2005-6-29-7-3 Cavdar 92 2005-6-28-8-6-2 Cavdar
45 2005-6-20-10-1 Cavdar 93 2005-6-28-8-6-2 Cavdar
46 2005-6-20-10-1 Cavdar 94 2005-6-28-8-6-3 Cavdar
47 2006-6-26-2-11 Cavdar 95 2005-6-28-8-6-3 Cavdar
48 2006-6-26-2-11 Cavdar
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Sekil 3.4. Genotii)lerin ekilmesi ve geng yaprak orneklerinin toplanmasi.

Genomik DNA izolasyonu i¢in CTAB protokolii kullanilmistir (Doyle ve Doyle, 1987). Bu
yontemde; yas yaprak orneklerinin her birinden tartilarak aliman 0.8 g doku dgiitiicii (TissueLyser)
kullanilarak ¢giittilmiistiir.

Ogiitiilmiis yaprak rnekleri bulunan tiipler igerisine, 0.9 ml CTAB tampon ¢dzeltisi (100
mMTris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, %0.1 Na2S205) ilave edilmis ve
elle birkac defa hafifce ¢alkalanmistir. Ornekler sicakligi 65°C olan su banyosuna yerlestirilmistir.
Ornekler her 10 dakikada bir hafifce ¢alkalanmak suretiyle 1 saat 15 dakika boyunca su banyosunda
bekletilmistir.

Su banyosundan ¢ikarilan drnekler oda sicakliginda 15 dk sogumaya birakilmis ve daha
sonra tiiplerin igerisine ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi ile esit oranda (0.9 ml), kloroform: isoamyl
alkol (24:1) ilave edilmistir.

Tupler yavasca ve siirekli olarak 15 dakika boyunca calkalanmistir. Tipler 15 dakika
boyunca 14000 rpm devirde santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra her tiip i¢erisindeki sivi1 iki faz
haline gelmistir. Santrifiij olan 6rneklerin {ist fazlar1 alinarak (yaklagik 0.7 ml) 1.5 ml’lik yeni bir
tiipe aktarilmig, yeni tiiplin igerisine soguk (-25°C’de bekletilmis) isopropanol (0.65 ml) ilavesi
yapilmigtir. Tiipler ¢ok yavas bir sekilde pellet goriiliinceye kadar birkag defa ¢alkalanmistir. Yapilan

islemlere ait gorseller Sekil 3.5.”de verilmistir.
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Sekil 3.5. Yap.alé Srneklerinin ogiitiilmesi ve CTAB ve Kloroform basamaklari

Tiipler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek tiip icerisindeki DNA’nin ¢okelmesi
saglanmis ve isopropanol tiipten bosaltilmistir. Daha sonra tiiplin igerisine, icerisinde 10 mM
amonyum asetat bulunan %76’lik etanol’den 0.60 ml ilave edilmis ve tiipler 30 dakika ¢alkalandiktan
sonra 5000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra {ist faz dokiilerek gece boyunca dogal
olarak kurumaya birakilmstir.

Kurutulan DNA’nin iizerine 500 pl ultra saf su (ddH,O) eklenerek ¢ozdiirme islemi
gergeklestirilmis ve ¢ozdiiriilen DNA Ornekleri -25°C saklanmigtir. Yapilan iglemlere ait Gorseller

Sekil 3.6.’da verilmistir.

36



3.3.2. DNA Miktarmin ve Kalitesinin Belirlenmesi

DNA o6rneklerinin kantitatif miktar1 ve kalitesi Implen NP80 NanoPhotometer cihazi ile
Olgiilmiigtir. DNA miktarn 50ng/ul olacak sekilde ayarlanmistir. DNA miktar1 400ng/ul ile
1500ng/pl arasinda degismistir. Ayrica 260/280 ve 260/230 degerleri de kontrol edilmistir. Yapilan
islemlere ait gorseller Sekil 3.7°de verilmistir.

DNA’nin kalitatif analizi i¢in 4 pl DNA 0.5 ml’lik tiiplere konulmus ve bunun {izerine 2 pl
Loading Dye ve 6 ul ultra saf su eklenerek toplam hacim 12 ul’ye tamamlanmistir. Hazirlanan
orneklerden 12 pl alinarak 0.5X TAE soliisyonu igerisinde bulunan 6nceden hazirlanmis %1°lik
agaroz jele yliklenmis ve agaroz jele yiiklenen bu 6rnekler 100 voltta 40 dakika kosturulmustur.
Kontrolii saglayabilmek amaciyla son kuyucuklara 1 kbp ladder DNA yiiklenmistir. Agaroz jeldeki
DNA ornekleri oncelikle ultraviyole transilluminatér yardimiyla goriintiillenmis, daha sonra

ultraviyale jel dokiimantasyon sisteminde goriintiisii kaydedilmistir.

Sekil 3.7. DNA 6rneklerinin kantitatif miktarinin ve kalitesinin belirlenmesi

3.3.3. PCR Optimizasyon Calismalari

Calismada kullanilan primerlerin optimum baglanma sicakliklarii belirlemek amaciyla
gradient PCR optimizasyonu gergeklestirilmisti. PCR reaksiyonlari toplam 15 pL hacimde
hazirlanmistir. Her reaksiyon karisimi; 1,5 pLL 10x PCR tamponu (MgCl. igeren), 1,5 pL dNTP
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karisimi (2.5 mM), 1 pL ileri (F) primeri, 1 pL geri (R) primeri (her biri 10 pmol/uL), 0,2 puL Taq
DNA polimeraz (5 U/uL), 2 uL DNA sablonu (yaklasik 50 ng/uL) ve 7,8 uL niikleazsiz saf su
(ddH20) igerecek sekilde hazirlanmigtir.

Optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda gradient PCR yontemiyle farkli baglanma sicakliklar
(52°C, 54 °C, 56 °C, 58 °C, 60 °C ve 62 °C) test edilmistir. PCR dongii kosullari; 95 °C’de 5 dakika
On denatiirasyon adiminin ardindan 35 dongili boyunca 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, degisken
sicakliklarda 30 saniye annealing, 72 °C’de 1 dakika uzama seklinde yiiriitiilmiistiir. Dongiiler
tamamlandiktan sonra 72 °C’de 10 dakika son uzama uygulanmis ve reaksiyonlar 4 °C’de beklemeye
alinmustr.

PCR iirlinlerinin amplifikasyon basarisin1 ve bant 6zgiilliigiinii degerlendirmek amaciyla
agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. Bu amagla, %1,5 agaroz jel hazirlanmis ve 1x TAE tamponu
icerisinde ¢Oziilmiistiir. Jel ¢ozeltisine, DNA boyasi olarak RedSafe Niikleik Asit Boyama Soliisyonu
eklenmis ve her 100 mL jel i¢in 10 pL. RedSafe kullanilmistir. PCR iiriinlerinden 5 puL, 1 pL yiikleme
tamponu (loading dye) ile karistirilarak kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez islemi 100 V sabit
voltajda, 1x TAE tamponu icerisinde yaklasik 2 saat siireyle yiiriitiilmiistir.

Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, UV transluminator altinda goriintiilenmis ve
bantlarin yogunlugu ile 6zgilliigii degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, her primer cifti

icin optimum baglanma sicakligi ve amplifikasyon verimliligi belirlenmistir.

3.3.4. Genotiplerin InDel Markorleri ile Taranmasi

Optimizasyonu tamamlanan primerler kullanilarak, ¢alismada yer alan tiim genotiplerde
hedef bolgelerin amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Bu kapsamda biri Kriszta kdkenli 1BL.1RS
translokasyon hatti, biri Petkus kokenli 1BL.1RS translokasyon hatti, biri translokasyon icermeyen
kontrol hatti, bes ¢avdar (Secale cereale L.) gesidi, bes tritikale (x Triticosecale Wittmack) ¢esidi ve
farkli bolgelerden toplanan 82 yabani cavdar genotipi analiz edilmistir.

PCR reaksiyonlar1 toplam 15 pL hacimde hazirlanmistir. Her reaksiyon; 1,5 pL 10x PCR
tamponu (MgClz igeren), 1,5 uL. ANTP karisimi (2.5 mM), 1 pL ileri (F) primer, 1 pL geri (R) primer
(her biri 10 pmol/uL), 0,2 uL Taq DNA polimeraz (5 U/uL), 2 pL DNA sablonu (yaklasik 50 ng/pL)
ve 7,8 uL niikleazsiz saf su (ddH:0) icerecek sekilde hazirlanmistir.

PCR kosullari, gradient PCR sonucu belirlenen optimum baglanma sicakliklar1 kullanilarak
uygulanmustir. Reaksiyon dongiisii; 95 °C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, ardindan 35 dongii boyunca
94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, optimum baglanma sicakliginda 30 saniye annealing, 72 °C’de 1
dakika uzama ve son olarak 72 °C’de 10 dakika son uzama asamalarini igermistir. Reaksiyonlar
tamamlandiktan sonra triinler 4 °C’de beklemeye alinmustir.

Amplifikasyon iiriinleri, %3 agaroz jel kullanilarak 1x TAE tamponu icerisinde 100 V sabit
voltajda yaklagik 3 saat siireyle elektroforez edilmistir. Jel ¢ozeltisine DNA boyasi olarak RedSafe
Niikleik Asit Boyama Soliisyonu eklenmis ve her 100 mL jel i¢in 10 pL RedSafe kullanilmigtir.
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Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, UV transluminator altinda goriintiilenmis ve elde edilen bant

profilleri degerlendirilmistir. Caligmalara ait gorsel Sekil 3.8'de verilmistir.

3.4. Genetik Cesitlilik Analizleri

Genetik cesitlilik analizleri, otuz InDel markoériinden elde edilen veriler kullanilarak
gerceklestirilmistir. PCR sonuglarindan elde edilen bant profilleri, her lokus i¢in allel varligi/'yoklugu
ve allel boyutlar1 dikkate alinarak manuel olarak skorlanmistir. Allel bilgileri Microsoft Excel
ortaminda diizenlenmis ve analizler GenAlEx 6.5 (Peakall ve Smouse, 2006) yazilimi kullanilarak
yapilmstir.

Analiz kapsaminda allel frekansi, allel sayis1 (Na), etkili allel sayist (Ne), Shannon indeksi
(D), gozlenen heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He), diizeltilmis beklenen heterozigotluk
(uHe) hesaplanmustir.

Genotipler arasi genetik uzaklik matrisi ise DARwin yazilimu ile olusturulmustur (Perrier ve
Jacquemoud-Collet, 2006). Filogenetik analiz i¢gin MEGA v11.0.13 yaziliminda Neighbor-Joining
(NJ) yontemi kullanilmis ve dendrogram olusturulmustur (Tamura ve ark., 2021). Genetik iliskilerin
gorsellestirilmesi amaciyla Temel Koordinat Analizi (PCoA) yapilmis (Past 4.03) ve genotipler
arasindaki ayrigma iki boyutlu grafiklerle gosterilmistir (Hammer ve ark., 2001).

Kullanilan InDel markdrlerinin polimorfizm diizeyleri ve ayirt edicilik gligleri, iMEC
(Integrated Molecular Marker Effectiveness Calculator) araciyla degerlendirilmistir. Bu analizle, her
markor i¢in PIC, heterozigotluk (H), ayirma kapasitesi (R) ve markdr indeksi (MI) degerleri
hesaplanmis, markorlerin genetik varyasyonu yansitma etkinligi istatistiksel olarak belirlenmistir

(Amiryousefi ve ark., 2018).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA Sekans Verisi ve Biyoinformatik Calismalar

Elde edilen ham dizileme verileri, biyoinformatik analizlere gecilmeden oOnce kalite
agisindan 6n degerlendirmeye tabi tutulmustur. Ik olarak, flow-sorting isleminin dogrulugu FISHIS
tabanl akis karyotipleme c¢iktilari {izerinden teyit edilmis ve 1 BL1RS kromozomunun >%80 saflikla
ayristirildigr gosterilmistir (Sekil 4.1.). Bunu takiben, Illlumina NovaSeq platformundan elde edilen
FASTQ dosyalarina ait kalite metrikleri FastQC yazilimi ile incelenmis; okuma uzunluklari, GC
icerigi (Guanin + Sitosin icerigi) ve baz kalite profilleri agisindan yiiksek kaliteli bir veri seti elde
edildigi dogrulanmistir (Sekil 4.2). Ayrica, temizlenmis okuma verilerinin referans bugday 1B ve
cavdar 1R kromozomlarina hizalanmasiyla olusturulan normalize kapsama dagilimi incelenmis ve
“flow sorting” ile beklenen kromozomal 6zgiilliiglin biyoinformatik diizeyde de tutarli oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.3.). Bu degerlendirmeler, dizileme verisinin kalite acisindan ileri analizler i¢in

uygun oldugunu géstermistir.
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Sekil 4.1. Mv179 1BL1RS kromozomunun flow sorting (Akis sitometrisiyle ayristirilmig 1BL1RS
kromozomu) degerlendirmesi

@Basic Statistics @Basic statistics
e
Filenams 1RS-1BL_Mvlig 51 K1 @81.fastq.gz Filename 1RS-1BL_Mv179_S1_R2_001.fastq
File Lype Conventiomal base calls File type Conventional base calls
Frcoding Sanger / Tllumina 1.9 Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 148771923 Total Sequences 148771923
Sequences fTlagged asz poor quality @ Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 3h-261 Sequence length 35-261
XaC a7 %6C 47

Sekil 4.2. Ham sekanslarin FastQC raporlari
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Sekil 4.3. Mv179 1BL1RS kromozomunun kapsama analizi

4.1.1 Mv179 1BL.1RS Sekansinin De novo Birlestirilmesi(De novo Assembly) ve Kalitesinin

Degerlendirilmesi

Mv179 genotipine ait 1BL1RS kromozom fraksiyonundan elde edilen Illumina kisa okuma
verileri, de novo birlestirme(De novo Assembly) siirecine tabi tutulmus ve birlestirilmis sekansin
yapisal biitiinligii ile genel kalitesi temel montaj istatistikleri iizerinden degerlendirilmistir. Bu
kapsamda, ABySS tabanli montaj islemi sonucunda ii¢ ana ¢ikti tiirii (unitig, contig ve scaffold) elde
edilmis ve ilgili metrikler ayrintili olarak hesaplanmistir. Her ii¢ birlestirme seviyesine ait toplam
dizi uzunlugu, N50/N75/N25 degerleri, L50 degerleri, maksimum dizi uzunluklar1 ve toplam dizisel

icerik kapsami Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Mv179 1BL1RS kromozomuna ait de novo birlestirme istatistikleri
n n:500 L50 min N75 N50 N25 E-size max sum Dosya adi

9481489 873796 175860 500 778 1402 3370 2806 60535  1.07Gb Mv1791BLIRS _unitigs.fa

7865718 798768 124527 500 931 2008 5578 4445 63129  1.19Gb Mv1791BLIRS_contigs.fa

7786191 778926 116566 500 960 2139 6007 4778 75517  1.20Gb Mv1791BLIRS_scaffolds.fa

Cizelge 4.1 incelendiginde, montajin asamalar arasinda kademeli olarak iyilestigi agikca
goriilmektedir. "Unitig" diizeyinde 873 796 adet dizisel birim elde edilirken, "contig" asamasinda bu
say1 798.768’e, "scaffold" asamasinda ise 778 926’ya diismiistiir. Dizisel birim sayisindaki bu
azalma, montajin ilerleyen basamaklarinda parcalarin daha biiyiik ve biitiinlesmis yapilar halinde
birlestirildigini gostermektedir. Benzer sekilde, toplam montaj uzunlugu unitiglerde 1.07 Gb iken
contiglerde 1.19 Gb’e ve scaffoldlarda 1.20 Gb’e yiikselmistir. Bu artig, montajin kapsayiciliginin ve
genomik temsiliyetinin agsamalar arasinda giiclendigini isaret etmektedir.

Birlestirilmis sekansin biitiinliik gostergesi olan N50 degeri, unitig asamasinda 1402 bp iken
contiglerde 2008 bp’ye, scaffoldlarda ise 2139 bp’ye ulagmistir. Bu artis, montajin daha uzun ve daha
az pargali diziler olusturacak sekilde iyilestigini gostermektedir. Benzer egilim N25 ve N75
degerlerinde de ortaya ¢ikmig olup, N75 unitig asamasinda 778 bp iken contiglerde 931 bp’ye ve
scaffoldlarda 960 bp’ye yiikselmistir. Bununla birlikte, biiyiik dizisel yapilarin daha temsil edici
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oldugu N25 degerinin unitiglerde 3370 bp, contiglerde 5578 bp ve scaffoldlarda 6007 bp olarak
hesaplanmis olmasi, montajin ileri agsamalarinda daha uzun genomik birimlerin basartyla
olusturuldugunu gdstermektedir.

Parcalanmisligi gosteren L50 degeri, unitig asamasinda 175 860 iken contiglerde 124 527’ye,
scaffold seviyesinde ise 116 566’ya diigmiistiir. L50’nin azalmasi, daha az sayidaki uzun dizinin
toplam montajin yarisini olusturdugunu ifade eder. Dolayistyla s6z konusu diisiis montaj kalitesinin
artmis oldugunu gostermektedir. Ek olarak, en uzun dizinin scaffold asamasinda 75 517 bp’ye kadar
ulagmasi, montajin 6zellikle yapisal biitiinlesme agisindan basarili oldugunu desteklemektedir.

Tim bu veriler birlikte degerlendirildiginde, Mv179 1BL1RS kromozomuna ait de novo
sekans birlestirmenin asamalar boyunca iyilestigi, daha uzun, daha biitiinlesmis ve daha az parcal
diziler olusturdugu ve scaffold diizeyinde genomik yapinin tatmin edici bir dogruluk ve biitiinliikle
temsil edildigi sonucuna varilmstir.

De novo birlestirme(De novo Assembly) kalitesinin fonksiyonel diizeyde degerlendirilmesi
amaciyla BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) v5.8.0 yazilimi kullanilmis ve
analizler iki farkli soy veri seti iizerinde gergeklestirilmistir. ilk olarak bitkilere 6zgii 1 614 tek
kopyali ¢ekirdek geni igeren "embryophyta odbl0" veri seti kullanilmis, bu veri seti hem Miniprot
tabanli hizalama modunda (euk genome min) hem de AUGUSTUS tabanli ab initio gen tahmin
modunda (euk genome aug) calistirilmistir. Boylece ayni genomik veri tizerinde iki farkli tahmin
yaklasimiin performansi karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Ayrica, genis taksonomik
kapsama sahip 255 korunmus geni iceren "eukaryota_odb10" veri seti i¢in Miniprot tabanli analiz

gerceklestirilmistir. Her ti¢ kosula ait BUSCO sonuglart Cizelge 4.2.’de sunulmustur.

Cizelge 4.2. BUSCO kalite analizlerinin karsilagtirilmasi

Veri Seti (Lineage) embryophyta_odb10 embryophyta_odb10 eukaryota_odb10
Ara¢/Mod miniprot augustus miniprot
Complete (C) 425 393 72
C (%) 26.3% 24.3% 28.2%
Complete Single-copy (S) 409 382 64
S (%) 25.3% 23.7% 25.1%
Complete Duplicated (D) 16 11 8
D (%) 1% 0.7% 3.1%
Fragmented (F) 192 146 50
F (%) 11.9% 9% 19.6%
Missing (M) 997 1075 133
M (%) 61.8% 66.6% 52.2%
Total (n) 1614 1614 255

Cizelge 4.2 incelendiginde, embryophyta odbl0 veri seti kullanilarak gergeklestirilen
analizlerde Miniprot modunun AUGUSTUS moduna kiyasla daha yiiksek oranda tam (Complete)
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BUSCO tespit ettigi goriilmektedir. Miniprot ile 425 adet (%26.3) tam BUSCO belirlenirken,
AUGUSTUS modunda bu say1 393’¢ (9%24.3) diismektedir. Bununla birlikte Miniprot sonuglarinda
tek kopyal1 (Single-copy) tam BUSCO sayisinin 409 (%25.3) oldugu, AUGUSTUS modunda ise bu
degerin 382 (%23.7) oldugu goriilmektedir. Bu durum, hizalama destekli yaklasimin 6zellikle iyi
korunmus gen bolgelerini tespit etmede "ab initio” tahmine gore daha avantajli oldugunu
gostermektedir. Her iki yontemde de yinelenmis (Duplicated) BUSCO oranimin oldukga diisiik
olmast (%0.7-1), montajda yapay duplikasyon kaynakli hatalarin yaygin olmadigini
desteklemektedir.

Parcali (Fragmented) BUSCO oranlan karsilastirildiginda, Miniprot analizinde 192 adet
(%11.9), AUGUSTUS analizinde ise 146 adet (%9) parcali BUSCO elde edilmistir. Bu fark,
hizalama tabanli yontemin daha fazla gen pargasini tespit etme egiliminde oldugunu, ancak bu parcali
tespitlerin tam gen eksikligiyle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Eksik (Missing) gen sayilar1
ise her iki modda oldukca yiiksektir. Miniprot analizinde 997 adet (%61.8), AUGUSTUS analizinde
1075 adet (%66.6) BUSCO’nun bulunamadig tespit edilmistir. Bu sonug, 1BL.1RS bélgesinin
biiylik oranda tekrarli dizilerden olugmasi, montajin Illumina kisa okuma verilerine dayanmasi ve
analiz edilen bolgelerin tiim genomu temsil etmemesi gibi faktorlerle uyumludur.

Daha genis taksonomik kapsamli "eukaryota odbl0" veri seti ile yapilan analizde 72 adet
tam BUSCO (%28.2) belirlenmis, bunlarin biiyiilk cogunlugunu tek kopyali genler (%25.1)
olugturmustur. Bu analizde parcali (fragmented) BUSCO oranmin (%19.6) ve yinelenmis
(duplicated) oraninin (%3.1) "embryophyta" analizlerine gore daha yiiksek oldugu, eksik BUSCO
oraninin ise daha disiik oldugu (%52.2) saptanmigtir. Veri setinin toplam gen sayisinin daha az
olmasi nedeniyle daha kii¢iik genomik 6zelliklerin bile “tam” olarak kabul edilebilmesi, bu farkin
olas1 nedenleri arasinda yer almaktadir.

Genel olarak BUSCO analizleri, ¢alismada elde edilen 1BL.1RS montajinin tam gen kapsami
agisindan sinirli olmakla birlikte, 6zellikle tek kopyali korunmus genlerin bir kisminin dogru bigimde
temsil edildigini gostermektedir. Ayrica" Miniprot "tabanli analizin, yiiksek tekrarli igerik barindiran
translokasyon bdolgelerinde "ab initio” modellere kiyasla daha etkili oldugu goériilmektedir. BUSCO
oranlarimin diisiik olmasi, 1BL.1RS translokasyonunun tiim genomu temsil eden bir montaj
olmamasi, yalnizca bir kromozomdan elde edilmis kisa okuma verilerine dayanmasi ve yapisal olarak

biiyiik dlciide tekrarli elementlerden olusmasiyla uyumludur.

4.1.2. Mv179 1BL1RS Kromozomal Bolgesinde Tekrarlayan DNA Yapisinin Karakterizasyonu

RepeatExplorer2 yazilim, yiiksek kopya sayilarina sahip tekrarli DNA dizilerini belirlemek
amaciyla grafik tabanl bir kiimeleme (clustering) yaklagimi kullanmaktadir. Bu yontem, ham sekans
okumalarini benzerliklerine gore kiimelere ayirarak, her bir kiimenin belirli bir tekrar ailesini temsil
etmesine olanak saglamaktadir. Boylece, genomdaki baskin tekrar siniflari, bu smiflarin goreli

bolluklar1 ve yapisal organizasyonlari kantitatif olarak ortaya konulabilmektedir.
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Kiimeleme analizi sonuglar incelendiginde, toplam 625 598 okumanin %74.1inin (463 763
okuma) 21 641 farkh siiperkiime icerisinde yer aldig1, geri kalan %25.9’unun (161 835 okuma) ise
tekil (singlet) olarak kaldig1 belirlenmistir. Bu durum, analiz edilen 1BL1RS kromozomal
segmentinde yiiksek oranda tekrarlayan dizilerin bulundugunu gdstermektedir.

Stiper kiimelenme oraninin yiiksek olmasi, Ozellikle retrotranspozon kaynakli LTR
elemanlarinin yogunluguna isaret ederken, singlet oraninin ise genellikle diisiik kopya sayilarina
sahip gen bolgeleri veya nadir tekrar tiplerini temsil ettigi diistiniilmektedir. Elde edilen bulgular,
cavdar genomunun genelinde tekrarlayan dizilerin toplam genomun yaklasik %85’ine kadar
ulagabildigini bildiren 6nceki ¢alismalarla uyum gostermektedir (Bartos ve ark., 2008; Bauer ve ark.,
2017). RepeatExplorer2 tabanli analiz kapsaminda toplam 1.997.104 ham okuma arasindan 625.598
okumanin kiimelenme siirecine dahil edildigi belirlenmistir. Analiz sonuglaria goére okumalarin
yaklagik %64’tiniin en biiyilik kiimeler (top clusters) icerisinde yer aldig1 saptanmistir. Bu bulgu,
incelenen 1BL.1RS kromozomal segmentinde yiiksek oranda tekrarlayan DNA dizilerinin
bulundugunu ve az sayidaki baskin tekrar ailesinin genomik icerigin biiyiik boliimiinii temsil ettigini
gostermektedir. Ayrica, c¢ift yonli (paired-end) sekans verilerinin kullanilmigs olmasi, tekrar
kiimelerinin yapisal organizasyonunun (6rnegin LTR, satelit ve rDNA dizileri) daha dogru bigimde

tanimlanmasina olanak saglamistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Mv179 1BL.1RS kromozomunda tekrarlayan elementlerin siniflandirilmas: ve
genomdaki oran1 (RepeatExplorer2)

Tekrarlayan Element Sinifi Genomdaki Orani (%)
Swnif I (Retrotranspozonlar) 35.42
LTR (Toplam) 35.38
Tyl _copia (Toplam) 9.57
T3 _gypsy (Toplam) 17.16
LTR (Familyas1 Belirsiz) 8.65
LINE 0.04
Swnif Il (DNA Transpozonlary) 1.02
EnSpm_ CACTA 1.00
PIF_Harbinger 0.02
Ribozomal DNA (rDNA) 1.92
45S (18S +258S) 1.88
5S 0.04
Diger Simiflandiriimis 0.38
Organel (Plastid) 0.36
Smiflandirilamayan (Celiskili Kanit) 0.02
Stniflandirilamayan (Kanit Yok) 25.33
Toplam Kiimelenen 64.07

Genomdaki Orani (%)
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Sekil 4.4. Mv179 1BL.1RS kromozomunda tekrarlayan elementlerin siniflandirilmasi ve
genomdaki oranina ait grafik
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Cizelge 4.3 incelendiginde Mv179 1BL.1RS kromozomundan elde edilen bulgular ¢avdar
(Secale cereale) genomunun yiiksek tekrar yogunlugu ile karakterize edilen yapisiyla uyum
gostermektedir. Daha Once yapilan calismalarda, cavdar genomunun yaklasik %85-90’1nin
tekrarlayan dizilerden olustugu ve bu dizilerin bilylik ¢ogunlugunu LTR retrotranspozonlarin,
ozellikle de Ty1/Copia ve Ty3/Gypsy sinifi elementlerin olusturdugu bildirilmistir (Bartos ve ark.,
2008; Bauer ve ark., 2017). Bu elementlerin genellikle heterokromatik bolgelerde yogunlastigi,
rekombinasyonun baskilanmasina ve genetik kararliligin korunmasina katki sagladig: belirtilmistir
(Flavell ve ark., 1974; Neumann ve ark., 2019).

Mv179 hattindaki 1BL.1IRS kromozomunda cok sayida tekrarlayan DNA dizisinin
(repetitive sequences) bulunmasi, bu bolgenin ¢avdar kdkenli heterokromatik (yogun paketlenmis ve
gen bakimindan daha az aktif) DNA segmentleri icerdigini géstermektedir. Yapilan caligsmalarda bu
durumun translokasyon bolgesinde rekombinasyonun baskilanmasina, genetik ¢esitliligin artmasina
ve abiyotik stres kosullarina karsi dayanikliligin desteklenmesine aracilik ettigi sonucuna varilmaistir.
Tekrarlayan dizilerde gozlenen bu yogunlugun, translokasyon segmentinin evrimsel olarak stabil
kalmasina ve bugday genomu icerisinde uzun siire korunmasina olanak tamidigi arastiricilar
tarafindan bildirilmistir (Molnar ve ark., 2015; Wang ve ark., 2023).

Onceki arastirmalar, c¢avdar kaynakli translokasyonlarda ozellikle  7y3/Gypsy
retrotranspozonlarinin baskin, 731/Copia elementlerinin ise daha simrli diizeyde oldugunu, bazi
durumlarda ise satellit DNA kiimelerinin kromozom u¢ bdlgelerinde (telomerik ve subtelomerik
alanlarda) yogunlastigini ortaya konulmustur (Vershinin ve ark., 2002; Barto$ ve ark., 2008; Bauer
ve ark., 2017).

RepeatExplorer2 analizinde tamimlanan kiimelerin biiyliik ¢ogunlugunun Class I LTR
retrotranspozonlara (%35,38) ait oldugu belirlenmistir. Ozellikle 7y3/Gypsy ve Tyl/Copia siiper
ailelerinin, 1BL.1RS kromozomal bélgesindeki tekrarlayan DNA igeriginin énemli bir kismin1 temsil
ettigi saptanmistir. Analiz sonucunda en fazla kiimeye sahip tekrar gruplarinin sirasiyla Gypsy
(6zellikle OTA/Tat/Retand, Athila ve Tekay alt aileleri) ile Copia (6zellikle Angela ve SIRE alt
aileleri) oldugu saptanmustir.

Gypsy sinifi elementlerin hem “non-chromovirus” (OTA, Tat, Athila) hem de “chromovirus”
(Tekay, CRM) alt ailelerine ait {iyelerinin genis bir temsil orania sahip oldugu belirlenmistir. Bu
bulgu, 1RS kolunun heterokromatik bdlgelerinde Gypsy elemanlarinin yogunlastigin bildiren 6nceki
calismalarla uyum gostermektedir (Bauer ve ark., 2017; Neumann ve ark., 2019). Copia grubunda
ise Ozellikle Angela ve SIRE elementlerinin belirgin olarak temsil edildigi goriilmistiir.

Buna ek olarak, Class II DNA transpozonlar1 arasinda EnSpm/CACTA(%]1) ve
PIF/Harbinger(%0.02) elemanlarinin diisiik diizeyde tespit edildigi, dolayisiyla bu sinifin toplam
tekrar igerigine katkisinin sinirli kaldigi belirlenmistir. LINE tipi retrotranspozonlarin varligi oldukca

diisiik diizeyde saptanmistir. Ribozomal DNA (rDNA) kiimeleri ise belirli cluster gruplarinda
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tanimlanmig, bu bulgu 1RS kolunun ribozomal DNA boélgeleri bakimindan zengin oldugunu bildiren
sitogenetik verilerle uyumlu bulunmustur (Vershinin ve ark., 2002; Barto$ ve ark., 2008).

Sonu¢ olarak, 1BL.1RS kromozomal segmentinde retrotranspozon kokenli LTR
elementlerinin baskin, DNA transpozonlarinin ise olduk¢a sinirli diizeyde temsil edildigi ortaya
konmustur. Gypsy ailesine ait OTA/Tat/Retand alt grubunun yiiksek temsil orani, bu kromozomal
segmentin heterokromatik dogasiyla iligkili olabilecegini gostermektedir. Bu durum, cavdar
genomunda transpozonlarin 6zellikle heterokromatik bolgelerde birikim egiliminde oldugunu ve
bugday genomuna aktarilan 1RS segmentinin s6z konusu 6zellikleri biiyiik 6l¢iide korudugunu
ortaya koymaktadir (Bauer ve ark., 2017; Molnar ve ark., 2015).

RepeatExplorer2 analizi, kisa okuma tabanli “grafik temelli kiimelenme” yaklagimiyla
tekrarlayan DNA elementlerinin hizli bicimde siniflandirilmasint ve bolluk oranlarinin tahmin
edilmesini saglamaktadir. Ancak bu yontem, ham dizileme verilerine dayanmasi nedeniyle yalnizca
kiimelenebilen tekrar dizilerinin birbirlerine gore genomda ne Olciide temsil edildigini
gosterebilmekte, bu dizilerin mutlak (kesin) miktarlarim1 belirleyememektedir. Bu nedenle
birlestirilmis sekanstan(de novo assembly) elde edilen yiiksek kaliteli 1BL.1RS kromozomal dizi
iizerinde RepeatModeler2 ve RepeatMasker analizleri gerg¢eklestirilmistir. RepeatModeler2, montaj
verisinden tiiretilen tekrar dizilerini referans veri tabanlarindan bagimsiz bigimde tanimlayarak yeni
bir “de novo” tekrar kiitliphanesi olusturmustur. Bu kiitiiphane, tiir veya soy-spesifik (lincage-
specific) transpozon ailelerinin tanimlanmasinda etkili olmustur. Elde edilen konsensus tekrar
dizileri, RepeatMasker arac1 kullanilarak genom genelinde taranmis ve her bir tekrar sinifinin toplam
genom i¢indeki orani ile kapsadig1 baz uzunlugu belirlenmistir. Bu iki agamali yaklagim sayesinde
yalnizca tekrarlayan dizilerin bolluk oranlar1 degil, ayn1 zamanda genom iizerindeki konumsal
dagilimlari, yapisal siniflar1 ve genom organizasyonuna katki oranlari da ortaya konulmustur. Ayrica
bu analiz siireci, gen tahmini (AUGUSTUS) asamasinda tekrarlayan bolgelerin maskelemesi yoluyla
yanlis pozitif tahminlerin engellenmesine katki saglamistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.4.’de
verilmistir.

Repeat Modeler 2 ve Repeat Masker analizleri sonucunda, toplam uzunlugu 2.47 Gb olan
1BL.1RS kromozomal montajin %85.93’iiniin tekrarlayan DNA dizilerinden olustugu belirlenmistir.
Maskelenen toplam baz uzunlugu 2.14 Gb olarak hesaplanmistir. Bu durum, translokasyon
segmentinin biiyiik oranda tekrarlayan elementlerle kapli oldugunu gostermektedir. Elde edilen oran,
cavdar (Secale cereale) genomu igin bildirilen yiiksek tekrar oranlariyla uyum gostermektedir ve
IRS kokenli segmentin yapisal 6zelliklerinin 1BL.1RS translokasyonu igerisinde korundugunu
desteklemektedir (Bartos ve ark., 2008; Bauer ve ark., 2017). Barto$ ve ark (2008) tarafindan 1RS
kromozom kolu iizerinde yiiriitilen BAC u¢ dizileme calismasinda, elde edilen dizilerin en az
%84 linlin tekrarlayan DNA elemanlarindan olustugu bildirilmistir. Bu bulgu, 1RS kolunun yogun
transpozon igerigine sahip heterokromatik yapisini ortaya koymustur. Bauer ve ark (2017) cavdar

genomunun yaklagik %90’ 1nin tekrarlayan dizilerden olustugunu ve bu dizilerin bilyiik boliimiinii
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T3/Gypsy ve Ty1/Copia LTR retrotranspozonlarinin olusturdugunu bildirmistir. Bu veriler, IBL.1RS
translokasyon hattinda gozlenen yiiksek tekrar oranmin c¢avdar kokenli segmentlerin yapisal

ozellikleriyle tutarli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.4. Mv179 1BL.1RS kromozomunda tekrarlayan elementlerin siniflandirilmas: ve
genomdaki orani(RepeatModeler2)

Tekrarlayan Element Sinifi Genomdaki Oram (%)
Swnif I (Retrotranspozonlar) 31.65
LTR (Toplam) 30.21
Tyl _copia (Toplam) 9.84
Ty3_gypsy (Toplam) 20.27
LTR (Diger) 0.09
LINE 1.39
SINE 0.05
Penelope 0.01
Swnif Il (DNA Transpozonlary) 2.21
MULE-MuDR 0.27
Tourist/Harbinger 0.27
hobo-Activator 0.02
DNA Transpozon(Familyasi Belirsiz) 1.65
Diger Suniflandirilmis 0.38
Basit Tekrarlar 0.44
Kiigiik RNA(Small RNA) 0.33
Satellitler 0.01
Swiflandirilamayan (Kanit Yok) 52.06
Toplam Kiimelenen 85.93

Bauer ve ark (2017), tarafindan gergeklestirilen ¢avdar tam genom dizileme ¢alismasinda,
tekrarlayan dizilerin genomun en az %72’sini olusturdugu ve bu dizilerin biiyiikk kismin1 LTR
retrotranspozonlarin (%60) meydana getirdigi bildirilmistir. DNA transpozonlarinin ise yaklasik %7
oraninda temsil edildigi saptanmistir. Arastirmacilar, Copia ve Gypsy alt ailelerinin ¢avdar
genomundaki baskin retrotranspozon gruplarini olusturdugunu ve bu elementlerin Triticeae
tiirlerinde goriilen yogun mobil element birikimiyle uyumlu oldugunu belirtmislerdir. Li ve ark
(2021), yiiksek kaliteli Weining cavdar sekansinin  %90.31’inin tekrarlayan dizilerden olustugunu
bildirmistir. Bu bulgular, 1BL.1RS translokasyon hattinda belirlenen %85.93’lik tekrar oraninin,
cavdar genomunun dogal yapisal Ozellikleriyle yiiksek diizeyde uyum gosterdigini ortaya

koymaktadir. Toplam dizinin %85.93’iiniin “daginin tekrarlar” olarak tanimlandig1 saptanmistir. Bu
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tekrarlarin biiyiik cogunlugunu Class I retrotranspozonlar, 6zellikle LTR elementleri olusturmustur.
Retroelementler sinifinin toplam genomun %31.65’ini temsil ettigi, bunun %30.21°lik kisminin LTR
elemanlarindan olustugu belirlenmistir. LTR elemanlar1 igerisinde 7y3/Gypsy siiper ailesinin
(%20.27), Tyl/Copia siiper ailesine (%9.84) kiyasla daha yiiksek oranda temsil edildigi tespit
edilmistir. Bu dagilimin, Gypsy elementlerinin heterokromatik bdlgelerde birikim egilimi
gosterdigini bildiren dnceki calismalarla uyum gosterdigi belirlenmistir (Neumann ve ark., 2019).

1y3/Gypsy grubuna ait elementlerin hem non-chromovirus (OTA, Tat, Athila) hem de
chromovirus (7ekay, CRM) alt ailelerine ait iiyelerinin genomun énemli bir kismin1 olusturdugu
saptanmustir. 7y1/Copia siiper ailesinde ise Angela ve SIRE alt ailelerinin belirgin bi¢imde temsil
edildigi goriilmiistiir. Bu sonuclarin, RepeatExplorer2 analizinde tanimlanan baskin tekrar
kiimeleriyle yliksek diizeyde uyum gosterdigi ve iki farkli metodolojinin birbirini dogruladig: ortaya
konulmustur.

DNA transpozonlarinin (Class II) toplam genomun %2,21’ini olusturdugu, bu siif igerisinde
EnSpm/CACTA ve PIF/Harbinger elementlerinin diisiik diizeyde temsil edildigi belirlenmistir. Bu
elementlerin genom yapisinda ikincil diizeyde rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Analiz sonucunda, toplam dizinin %52,06’sinin “siniflandirilamayan” olarak tanimlandigi
belirlenmistir. Bu yiliksek oran, mevcut tekrar veri tabanlar1 (Dfam, Repbase) ve bilinen siniflandirma
semalariyla iligskilendirilemeyen genis bir tekrar fraksiyonunun varligina isaret etmektedir. Bu
durumun, 1BL.1RS kromozomal segmentinin soy-spesifik veya evrimsel olarak farklilagsmis
transpozon aileleri igcerdigini gdstermektedir

RepeatExplorer2 analizinde tamimlanan “siniflandirilamayan” kiimelerin bu sonugla
paralellik gosterdigi belirlenmistir. Ham okuma tabanli kiimeleme analizi ile montaj tabanli
maskeleme analizinin birbirini tamamladig1 goriilmiistiir. RepeatExplorer2 analizinin, baskin tekrar
ailelerinin goreli bolluklarmi nitel olarak ortaya koydugu, RepeatModeler2—RepeatMasker
kombinasyonunun ise bu tekrarlarin genom genelindeki konumsal kapsamini ve toplam oranlarim
nicel olarak ortaya ¢ikardig tespit edilmistir.

Bu iki yaklasimm birlikte uygulanmasiyla, 1BL.IRS translokasyon bolgesinin tekrar
yapisinin hem nicel (oran, ylizdelik kapsam) hem de nitel (sinif, yapi, koken) yonleriyle biitiinciil
bicimde aydinlatildig1 sonucuna varilmistir. Elde edilen bulgular, 1BL.1RS kromozomal segmentinin
biiyiik 6l¢iide LTR retrotranspozonlarca yapilandirilmis, yiiksek oranda heterokromatik, zengin fakat
onemli bir kismi1 heniiz tanimlanmamisg transpozonlardan olusan karmasik bir genomik yapiya sahip
oldugunu gostermistir. Bu oOzelliklerin, 1RS kolunun evrimsel olarak stabil kalmasina,
rekombinasyonun baskilanmasina ve bugday genomu igerisinde uzun silire korunmasina katki

sagladigi degerlendirilmektedir (Molnar ve ark., 2015; Wang ve ark., 2023).
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4.1.3. NLR Genlerinin Tamimlanmasi ve Filogenetik Analizi

Mv179 1BL.1RS kromozomu ile birlikte ekmeklik bugday (Triticum aestivum) ve ¢avdar
(Secale cereale) genomlarinda yer alan NLR genlerinin evrimsel iliskilerini ortaya koymak amaciyla
yapilan filogenetik analiz sonuglar1 Sekil 4.5’te sunulmustur. Bu analiz, ii¢ farkli tiirden elde edilen
NLR proteinlerinin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesine olanak saglayarak Mv179 1BL.1RS
translokasyon bolgesinin NLR repertuarinin kokenini ve diger tiirlerle olan iliskisini incelemek i¢in

kullanilmustir.

Sekil 4.5. NLR Genlerinin filogenetik agaci(Yesil: Dayaniklilik Genleri Kirmizi: Mv179 1BL1RS
Sar1: Cavdar(Lo7) Mavi: Ekmeklik Bugday(IWGSC)

Analiz kapsaminda once “NLR-Annotator” tarafindan tanimlanan aday NLR lokuslar
genom koordinatlari iizerinden “FASTA” formatinda ¢ikarilmis, bu diziler “Transeq” araciyla protein
dizilerine doniistiiriilmiistiir. Erken durdurma kodonu igeren sekanslar elenmis ve yalnizca tam
uzunluklu, biyolojik olarak anlamli olabilecek diziler analizlere dahil edilmistir. Ardindan, bu protein
dizilerinde NB-ARC domaininin varligit “HMMER” kullanilarak “Pfam NB-ARC” (PF00931)

modeline karsi dogrulanmis ve yalnizca bu domaini yiiksek giivenilirlikte tagidigi belirlenen genler
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filogenetik analiz igin secilmistir. Boylece, tiim dizilerde ortak olan korunan islevsel ¢ekirdek domain
tizerinden giivenilir bir hizalama saglanmistir.

Filogenetik agacin olusturulmasinda NB-ARC domaini tasidigi dogrulanan protein dizileri
MAFFT ile hizalanmis, ardindan IQ-TREE ile maksimum olabilirlik yaklagimina dayali filogenetik
modelleme gerceklestirilmistir. Model se¢cimi ModelFinder tarafindan otomatik olarak yapilmis ve
yiiksek bootstrap degerleri agacin istatistiksel glivenilirligini artirmigtir. Ortaya ¢ikan filogenetik
yapt iTOL platformunda gorsellestirilmis, bugday NLR genleri mavi, ¢avdar NLR genleri sari,
Mv179 1BLIRS bolgesine ait NLR genleri kirmizi1 ve literatiirde fonksiyonlar1 bilinen direng genleri
yesil renk ile belirtilmistir.

Elde edilen filogenetik aga¢, NB-ARC domaininin biitiin 6rneklerde korundugunu ve genel
topolojinin bu ortak domain iizerinden sekillendigini géstermektedir. Bununla birlikte, tam uzunluklu
NLR proteinlerinde yer alan LRR, CC veya TIR gibi daha degisken domainlerin dolayl: filogenetik
sinyal saglayarak belirli alt gruplarin ayrismasina katki sundugu degerlendirilmistir. Bu nedenle
olusturulan agac, yalnizca NB-ARC domainine indirgenmis bir analizden daha kapsamli bir evrimsel
goriiniim sunmaktadir. Ancak temel ayrimlar esas olarak NB-ARC domain dizisindeki farkliliklara
dayanmaktadir. MV 179 hattina ait IBL.1RS kromozomu iizerinde tanimlanan NLR genlerinin bazi
bilinen hastalik dayaniklilik genleriyle (Lr21, Pm2, Sr21, Lr34, Yr36, Sr46, Lr22a, Pm21, Yr10, Sr35
ve Sr50) ayni veya birbirine ¢ok yakin filogenetik dallarda yer aldigi saptanmistir. Bu yakinlik,
MV179 1BL.1RS bélgesindeki genlerin s6z konusu dayaniklilik genleriyle ortak bir evrimsel koken
paylasabilecegini ya da bu genlerin benzer islevsel 6zellikler tagiyabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu bulgu, 1BL.1RS boélgesinde yer alan NLR genlerinin, hastalik dayanikliligiyla iliskili
calismalar igin dnemli bir genetik kaynak olusturabilecegine isaret etmektedir. Ozellikle bu bolgede
yer alan ve dayaniklilik genleriyle yakin kiimelenme gosteren diziler, fonksiyonel analizler veya
dayaniklilik gen varyantlarinin belirlenmesi gibi ileri ¢aligmalar igin potansiyel aday genler olarak
degerlendirilebilir.

Genel olarak sonuglar, bugday ve ¢avdar NLR repertuarlarinin belirgin bicimde ayr alt
gruplarda toplandigini, Mv179 6rneginin ise cogunlukla ¢cavdar kdkenli alt gruplarda konumlandigini
gostermektedir. Bu bulgu, 1BL.1RS translokasyon segmentinin yapisal biitiinliiglinii korudugunu ve
Mv179’in NLR igeriginin evrimsel olarak cavdar genomu ile yiiksek diizeyde uyumlu oldugunu
dogrulamaktadir. Ayrica, analizde yer alan fonksiyonel direng genlerinin aga¢ i¢cindeki konumlari,
literatiirde bildirilen evrimsel iliskilerle tutarlilik gostermistir.

Bu kapsamli filogenetik degerlendirme, Mv179 1BL.1RS boélgesinin NLR genetik peyzajimi
hem cavdar hem de bugday karsisinda konumlandirmakta ve translokasyonun hastalik direnci

acisindan tagidigi potansiyel katkilarin daha ayrintili bigimde anlagilmasina olanak saglamaktadir.
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4.1.4. Mv179 1BL1RS Kromozomunun Homoloji Tabanh Karsilagtirma Analizleri

IBL.1RS kromozom dizisi iizerinde yer alan gen bdlgelerini belirlemek amaciyla gen
tahmini analizi gerceklestirilmistir. Bu amagcla kullanilan yazilim araciligiyla (AUGUSTOS) olasi
ekzon/intron yapilari tanimlanmis ve bu bdlgelerden tiiretilen protein kodlayan diziler elde edilmistir.
Boylece Mv179 1BL.1IRS kromozomunu temsil eden de novo birlestirilmis sekans(de novo
assembly) iizerinde islevsel olma potansiyeli tasiyan aday gen seti olusturulmustur.

Elde edilen protein dizileri, koken ve benzerlik iliskilerini ortaya koymak amaciyla hem
ekmeklik bugdayin (Triticum aestivum, 1B kromozomu) hem de ¢avdarin (Secale cereale, Lo7 1R
kromozomu) referans protein dizileriyle karsilagtirilmistir. Bu karsilagtirmalarda her bir proteine ait
cok sayida hizalama sonucu elde edilmistir. Ancak biyolojik olarak anlamli eslesmelerin
belirlenebilmesi ic¢in benzerlik orani, hizalama uzunlugu, kapsanan bolge orani ve istatistiksel
anlamlilik diizeyi gibi ¢esitli kalite dl¢iitleri uygulanmistir. Filtreleme adimi sonrasinda, analizlerin
sadelestirilmesi ve kesinligin artirilmasi amactyla, her bir gen i¢in en yiiksek hizalama skoruna sahip
olan kayit "en iyi eslesme" (best hit) olarak kabul edilmistir.

Bu yaklagim sonucunda 1BL.1RS boélgesindeki protein kodlayan dizilerden toplam 24.547
tanesinin referans genomlarda anlamli bir karsiligmin bulundugu saptanmistir. Bu genlerin
18.441’inde en gli¢lii eslesmenin Triticum aestivum 1B kromozomuna, 6.106’sinda ise Secale cereale
IR kromozomuna ait proteinlerle oldugu belirlenmistir. Bu dagilim, 1BL.1RS kromozomundaki
genlerin biiyiik boliimiiniin bugday genomuyla yiiksek diizeyde benzerlik gosterdigini (%75), buna
karsin dikkate deger sayida genin ¢avdar kokenine daha yakin (%25) oldugunu gostermektedir. Bu

sonuglarin genel goriiniimii Sekil 4.6’da verilmistir.

Gen sayisi GEN SAYISI

Bugday mCavdar
20000
15000
10000

Bugday Cavdar

Sekil 4.6. Karsilagtirma analizinin bugday 1B ve ¢avdar 1B kromozomlarina eslesme oranlarina ait
grafik

Bu dagilim, segmentin bilinen yapisal kdkeniyle uyumludur. Translokasyonun uzun kol
(1BL) kismi1 bugday kokenlidir ve bu bolgede yer alan genlerin biiyiik kism1 bugdaydaki homolog

proteinlerle daha yiiksek benzerlik gostermektedir. Kisa kolun (1RS) cavdar kdkenli olmasi ise
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cavdara en yakin eslesmeye sahip genlerin genom igerisinde belirli bir oranda yogunlagmasiyla
uyumludur. Cavdar homologlarinin varhigi, 1RS kdkenli kisa kolun translokasyon sonrasi genom
icinde yapisal biitiinliiglinii biiylik 6l¢iide korudugunu ve bu bdlgeye 6zgii genetik igerigin iglevsel
olarak suirdiiriildiigiinii gostermektedir.

Bugday ve cavdar dizi eslesmelerinin bitskor grafigi Sekil 4.7°de verilmistir. Sekil 4.7
incelendiginde bugday ve ¢avdara ait bitskor(iki dizinin benzerligini istatistiksel olarak dl¢en skor)
degerleri cogunlukla kosegen ¢izgi etrafinda toplanmistir. Bu durum, genlerin biiyiik boliimiinde iki
tiir icin elde edilen hizalama kalitelerinin birbirine yakin oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte,
bazi genlerin bu ¢izgiden sapmasi, bu genlerin bir tiirde digerine kiyasla daha giiglii hizalama

benzerligi (daha yiiksek bitskor) gdsterdigini ortaya koymaktadir.

Bugday ve Cavdar bitscore karsilastirmasi
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Sekil 4.7. Bugday ve ¢avdar dizi eslesmelerinin bitskor grafigi

Bugday ve Cavdar dizi eslesmelerinin benzerlik yiizdeleri Sekil 4.8’de verilmigtir. Sekil 4.8
incelendiginde benzerlik oranlar genis 6l¢iide kosegen ¢evresinde kiimelenmistir. Bu desen, dizisel
benzerligin genel olarak her iki tiirde de benzer seviyede oldugunu ifade etmektedir. Kosegenden
sapmalar, bazi genlerin bugdayda ya da ¢avdarda daha yiiksek benzerlik degerlerine sahip oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.8. Bugday ve Cavdar dizi eslesmelerinin benzerlik yiizdeleri

E-degeri bazinda hizalama anlamlilik karsilastirilmasi Sekil 4.9°da verilmistir. Sekil 4.9’da
ifade edilen hizalama anlamliligina iligskin degerler incelendiginde, genlerin ¢ogunun bugday ve
cavdar arasinda benzer anlamlilik diizeyleri sergiledigi goriilmektedir. Cizgiden yukar1 veya asagi
yonlii sapmalar, bazi genlerin bir tiirde digerine gére daha diisiik E-degeri (daha anlamli hizalama)
gosterdigini ifade etmektedir. Bu grafiklerin tiimii birlikte degerlendirildiginde, 1BL.1RS
kromozomundaki genlerin biiyiilk boliimiinde bugday ve cavdar homologlarinin benzer seviyede
korunmus oldugu, yalnizca sinirli sayida genin bir tiirde digerine gore daha giiclii hizalamalar
sergiledigi anlagilmaktadir. Bu durum, bugday ile ¢avdar genomlarinin ortak genetik mirasina igaret

etmektedir.
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Sekil 4.9. E-degeri bazinda hizalama anlamlilik karsilagtirilmasi

Fonksiyonel anotasyon siirecinde, kodlanan proteinlerin evrimsel olarak korunmus biyolojik
rollerinin belirlenmesi amaciyla ortoloji temelli bir yaklagim kullanilmistir. Bu kapsamda
gerceklestirilen “eggNOG-mapper” analizi, proteinlerin genis 6l¢ekli fonksiyonel siniflandirilmasina
olanak saglamistir. "eggNOG-mapper" analizinden elde edilen ortolog grup kiimeleri (Clusters of
Orthologous Groups) fonksiyon kategorileri, 1BL.IRS segmentine ait proteinlerin biyolojik
siirecler, metabolik yollar ve hiicresel mekanizmalar agisindan genis bir islevsel cesitlilik

sergiledigini gostermektedir. COG siniflarina ait dagilim Cizelge 4.5 ve Sekil 4.10’da sunulmustur.
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Cizelge 4.5. Ortolog grup kiime siniflarina ait dagilim

COG Kategori Say1
S Fonksiyon bilinmiyor 7990
T Sinyal transdiiksiyonu 2580
0 Post-translasyonel mod., protein ¢evrimi, saperonlar 1895
K Transkripsiyon 1700
G Karbonhidrat metabolizmasi ve tasinimi 1547
L Replikasyon, rekombinasyon ve tamir 1470
Q Ikincil metabolit biyosentezi/tasinimi/katabolizmasi 1278
E Amino asit metabolizmasi ve tagimnimi 996
C Enerji iiretimi ve doniisiimii 924
J Ribozom, translasyon, biyogenez 849
U Hiicresel protein diizeni 676
P Iyon tasinimi ve metabolizmasi 644
I Lipit metabolizmasi 583
A RNA isleme ve modifikasyon 568
D Hiicre dongiisii/boliinme, kromozom dinamikleri 544
H Koenzim metabolizmasi 400
M Hiicre duvari/zari/envelope ve biyogenez 353
\Y Savunma mekanizmalari 299
B Kromatin yapisi ve dinamikleri 267
F Niikleotit metabolizmas1 ve taginimi 239
Z Sitoplazmik yap1 209
Y Niikleer yap1 52
W Hiicresel iskelet 43

N Hiicre hareketliligi 29

Sayl

COG Fonksiyon Dadilhimi (eggNOG)

Sekil 4.10. COG fonksiyon dagilim grafigi
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Analiz sonucunda en genis grubu olusturan kategori, “Fonksiyonu bilinmeyen proteinler”
(COG-S n = 7.990) oldugu belirlenmistir. Bu durum, translokasyon bdlgesinde heniiz karakterize
edilmemis veya referans veri tabanlarinda karsiligt bulunmayan proteinlerin yogunlugunu
gostermektedir. Literatiirde, Ozellikle tekrar dizisi (repeat) igerigi yiiksek olan kromozom
bolgelerinde bu tip tanimlanamayan proteinlerin oraninin arttigi bilinmektedir. De novo birlestirilmis
sekansin(De novo assembly) uzun okuma veya kromozomal iskeletleme yontemleri kullanilmadan
olusturulmus olmasi da bazi protein dizilerinin tam uzunlukta yakalanamamasina ve bu nedenle
belirli fonksiyonel siniflara atanamamasina katkida bulundugu disiiniilmektedir. Dolayisiyla
“fonksiyonu bilinmeyen” kategorisinin yiiksekligi hem segmentin genomik karmasikligiyla hem de
mevcut anotasyon yontemlerinin sinirhiliklartyla uyumlu bir bulgudur.

Ikinci en biiyiik kategori olan “Sinyal transdiiksiyonu” (COG-T, n = 2580) hiicre igi iletisim,
cevresel sinyallerin algilanmasi ve stres yanitlariyla iligkili genlerin varligimi gostermektedir. Bu
durum, 6zellikle cavdar kokenli 1RS kisa kolunda bulunan savunma ve stres toleransi ile iligkili gen
kiimelerinin varligtyla uyum gostermistir.

Bunu takip eden biiyiik kategoriler arasinda post-translasyonel modifikasyon, saperonlar
(COG-0O, n = 1895), transkripsiyon (COG-K, n = 1700), karbonhidrat metabolizmas1 ve tagmimi
(COG-G, n = 1547) yer almaktadir. Bu gruplar, protein katlanmasi, gen ifade diizenlenmesi ve temel
karbon metabolizmasi gibi hiicre diizeyinde temel siireclerin 1BL.1RS segmentinde yaygin oldugunu
gostermektedir.

Replikasyon, rekombinasyon ve tamir (COG-L, n = 1470) kategorisinin 6nemli sayida gen
icermesi, Ozellikle translokasyon bolgelerinde sik gozlenen genetik istikrart  koruma
mekanizmalarinin varligina isaret etmektedir. Ayni sekilde ikincil metabolit biyosentezi (COG-Q, n
= 1278) ve amino asit metabolizmasi (COG-E, n = 996) gibi kategorilerin temsil edilmesi, segmentte
¢esitli metabolik yollara katki saglayan gen gruplarinin bulundugunu gostermektedir.

Daha diistik ancak anlamli diizeyde temsil edilen kategoriler arasinda enerji tiretimi (COG-
C), ribozomal biyogenez (COG-J) ve hiicresel protein diizenlenmesi (COG-U) bulunmaktadir. Bu
kategoriler temel hiicresel islevlerin segment genelinde yaygin bicimde korunduguna isaret
etmektedir.

Fonksiyonel olarak daha 6zel alanlara karsilik gelen kategoriler ise daha diisiik sayilarla
temsil edilmistir. Bunlar arasinda lipit metabolizmas1 (COG-I), RNA isleme ve modifikasyon (COG-
A), koenzim metabolizmast (COG-H) ve savunma mekanizmalart (COG-V) yer almaktadir.
Ozellikle savunma mekanizmalarina iliskin genlerin bulunmasi, 1RS kisa kolunun bilinen patojen
direng genleriyle iligkili karakteristigini desteklemektedir.

En diisiik sayida temsil edilen gruplar arasinda niikleer yapt (COG-Y), hiicresel iskelet
(COG-W) ve hiicre hareketliligi (COG-N) bulunmaktadir. Bu durum, segmentin s6z konusu hiicresel

yapilara daha siirl bir katki sundugunu géstermektedir.
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Genel olarak, COG fonksiyonlari 1BL.1RS kromozomunun hem bugday hem cavdar
genomlarindan gelen karma genetik yapisini yansittigi saptanmistir. Temel metabolizma, stres yaniti,
gen diizenlenmesi ve protein isleme gibi genis bir yelpazeye yayilan biyolojik islevlerin bu segmentte
temsil edildigini ortaya koymaktadir.

Mv179 1BL.1RS kromozomuna ait protein kodlayan dizilerin fonksiyonel o6zelliklerini
belirlemek amaciyla gergeklestirilen GO (Gene Ontology) ve KEGG(Kyoto Genler ve Genomlar
Ansiklopedisi) yolak analizleri, bu bdlgedeki genlerin genis bir biyolojik iglev yelpazesine katki
sundugunu gostermistir. Elde edilen GO-BP(Biyolojik Siireg), GO-MF(Molekiiler Fonksiyon) ve
GO-CC(Hiicresel Bilesen) kategorileri igerisinden en sik bulunan ilk 20 terim Sekil 4.11°de

sunulmustur.

GO Terimleri (en sik 20) — eggNOG
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Sekil 4.11 incelendiginde, GO terimlerinin biliylik 6l¢lide metabolik siiregler, organik
bilegiklerin doniisiimii, hiicresel yapilar ve temel molekiiler aktiviteler gibi kapsamli fonksiyon
gruplarinda yogunlastigi goriilmektedir. Ozellikle “organik madde metabolizmas1” (GO:0071704),
“hiicresel metabolik siirecler” (GO:0044237) ve “azotlu bilesik metabolizmasi” (GO:0006807) gibi
kategorilerin yiiksek diizeyde temsil edilmesi, segmentte metabolik adaptasyon ve hiicresel
diizenleme ile iligkili genlerin baskin oldugunu gostermektedir. GO-MF diizeyinde en sik goriilen
kategorilerin “katalitik aktivite” (GO:0003824) ile iyon/niikleotit baglanmas1 gibi temel molekiiler
islevlere isaret etmesi, 1BL.IRS bdlgesinde 0Ozellikle enzimatik reaksiyonlar1 ve hiicresel
metabolizmay1 yoneten proteinlerin yaygin oldugunu gostermektedir. GO-CC kategorilerinde ise

“sitoplazma” (GO:0005737), hiicre i¢i organeller ve zarla gevrili organeller gibi terimlerin 6ne
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cikmasi, segmentteki proteinlerin biiyiik Olgiide hiicre igi yapilarla iliskili oldugunu ortaya
koymaktadir.

KEGG yolak analizinin sonuglar1 Sekil 4.12°de 6zetlenmistir. Sekil 4.12 incelendiginde, en
yiiksek temsil oranlarmin “genel metabolik yollar” (map01100/ko01100), “sekonder metabolit
biyosentezi” (map01110/ko01110) ve “karbon metabolizmas1” (map01200/ko01200) gibi bitkinin
temel metabolik islevleriyle iligkili genis 6l¢ekli yolaklarda toplandigi goriilmektedir. Bu yolaklarin
yiiksek siklikla temsil edilmesi, 1BL.1RS segmentinin hem birincil metabolizma (6rnegin glikoliz,
karbon akis1 ve amino asit biyosentezi) hem de ikincil metabolizma (fenolik bilesikler ve savunma

metabolitleri) acisindan 6nemli genler barimdirdigini1 géstermektedir.

KEGG Yollar (en sik 20) — eggNOG

3000 +
2500 4
2000 4
5; 1500 4
1000 4

500 4

Sekil 4.12. En sik 20 KEGG yolagi

Ayrica fenilpropanoid biyosentezi (ko00940) ve MAPK sinyal iletimi (ko04010) gibi stres
ve savunma yanitlarina dogrudan katkida bulunan yolaklarda anotasyon bulunmasi dikkat ¢ekicidir.
Bu yolaklar, bitkilerde hem patojen tanima hem de kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres
kosullarinda yeniden diizenlenen temel tepkileri igermektedir. Dolayisiyla 1BL.1RS segmentinde bu
yolaklara ait genlerin belirlenmesi, translokasyon bolgesinin literatiirde sik¢a vurgulanan stres
toleransi ve savunma iligkili islevleriyle uyum gdstermektedir.

Bu bulgular genel olarak degerlendirildiginde, GO ve KEGG analizlerinin 1BL.1RS
segmentinin metabolik, yapisal ve adaptif (uyumsal) siireglere katki sunan farkli islevsel gen
gruplarmi igerdigi tespit edilmistir. Ozellikle metabolik siireclerin baskinhg ve KEGG’deki
sekonder metabolit yollarmin yogunlugu birlikte ele alindiginda, segmentin hem temel hiicresel

islevler hem de stres yanit mekanizmalar1 agisindan zengin bir genetik igerik tagidigi saptanmaistir.
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InterProScan analizi, proteinlerin filogenetik kdkenlerinden bagimsiz olarak dogrudan
amino asit dizilerinden tiiretilen motif, domain ve siiper aile yapilarin1 tanimlamak amaciyla
gerceklestirilmistir. Bu yaklasim, eggNOG-mapper tarafindan saglanan ortoloji temelli islevsel
tahminlerden farkli olarak, proteinin yapisal 6zelliklerine, korunmus fonksiyonel bolgelerine ve
evrimsel olarak korunmus domain ailelerine odaklanmistir. Dolayisiyla InterProScan, ozellikle
membran proteinleri, enzim aileleri, transkripsiyon faktorleri ve tekrarlayan motiflerden olusan
biiylik protein siiper ailelerinin tanimlanmasinda daha yiiksek ¢oziiniirliik saglayarak, 1BL1RS
segmentindeki proteinlerin  yapisal ve islevsel ¢esitliliginin daha ayrintili  bigimde
degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. InterProScan analizinde en sik tanimlanan ilk 20 domain
Sekil 4.13’te sunulmustur. Sekil 4.13 incelendiginde, 1BL.1RS segmentindeki proteinlerin biiylik
boliimiiniin belirgin sekilde tekrarlayan motifler, enzimatik domainler, protein—protein etkilesim
modiilleri ve savunma/metabolizma ile iliskili domain aileleri igerdigi goriilmektedir. En yiiksek
sayida temsil edilen grup, tetratrikopeptit tekrar (TPR) iceren pentatricopeptide repeat (IPR002885)
proteinleridir (n =3399). Bu domain ailesi bitkilerde RNA diizenlenmesi, kloroplast islevleri ve stres
yanitlarinda 6nemli rol oynamaktadir.

En Sik 20 InterPro Domaini
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Sekil 4.13. En sik 20 InterPro Domaini

Bunun ardindan gelen P-loop NTP hidrolaz ailesi (IPR027417), niikleotid baglama ve enerji
donisiimii siireclerinin segment genelinde yaygin oldugunu gdstermektedir. Protein kinaz domaini
(IPRO00719) ve protein kinaz-benzeri siiper aile (IPR011009) gibi sinyal iletiminde gorev alan
domainlerin yiiksek temsil orani ise 1BL.1RS segmentinde hiicresel sinyalizasyon ve diizenleyici
mekanizmalarin giiclii sekilde yer aldigini géstermistir.

Cesitli sitokrom P450 domainlerinin (IPR002401, IPR001128, IPR036396) genis temsil

edilmesi, 6zellikle sekonder metabolizma, fenilpropanoid tiirevleri ve oksidatif reaksiyonlara bagh
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savunma yanitlar1 agisindan dikkat ¢ekicidir. Bitkilerde hem reaktif oksijen tiirlerinin
temizlenmesinde hem de patojenlere karsi savunmada Onemli gorevleri olan bitki peroksidaz
(IPR000823, IPR002016) domainlerinin yiiksek sayida bulunmasi, 1BL.1RS segmentinde savunma
ve stres yanitlarinda gorev alan genlerin varligiyla uyumludur.

Ayrica LRR siiper ailesi (IPR032675), F-box domainleri (IPR0O01810, IPR036047), zinc
finger CCHC-type (IPR001878) ve ankyrin repeat (IPR002110) gibi domainlerin bulunmasi,
segmentin diizenleyici ve adaptif siireclere katkisini desteklemektedir. Tiim bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, InterProScan sonuglar1 1BL.1RS segmentinin metabolik, diizenleyici ve
savunma siireglerinde etkin olan genis ve cesitli bir protein domain repertuvari icerdigini
gostermektedir.

IBL.1RS segmentine ait protein kodlayan diziler i¢in elde edilen fonksiyonel anotasyonlar
(InterProScan domainleri, GO terimleri, KEGG yolaklar1 ve ortolog eslesmeleri), yalnizca mevcut
calismanin biyolojik olarak yorumlanmasina katki sunmakla kalmayip, gelecekte gerceklestirilecek
genomik, fonksiyonel ve uygulamali arastirmalar i¢in kapsamli bir referans veri seti olusturmaktadir.
Bu veriler aracilifiyla segmentin genetik yapisinin daha ayrintili sekilde incelenmesi, yeni islevsel
gen adaylarinin belirlenmesi ve translokasyon bolgesinin bugday 1slahindaki potansiyel katkilarinin
daha net ortaya konulmasi miimkiin hale gelmektedir.

InterProScan analizlerinin ortaya koydugu domain ¢esitliligi sayesinde, ileride yapilacak gen
ailesi odakli ¢alismalarin (pentatrikopeptit tekrar igeren proteinler, F-box proteinleri, cytochrome
P450 ailesi, peroksidazlar, LRR proteinleri, protein kinaz siiper aileleri vb.) daha hedefe yonelik
bicimde yiiriitiilmesi i¢in giicli bir temel saglanmigti. Bu domain ailelerinin bitkilerde stres
toleransi, savunma yaniti, metabolik diizenleme, protein yikimi, sinyal iletimi ve gelisimsel
stireclerde kritik roller iistlendigi bilindiginden, s6z konusu gen gruplar ileride gergeklestirilecek
fonksiyonel genomik analizlerde oncelikli arastirma adaylar1 arasinda degerlendirilebilecektir.

IBL.1IRS kromozomu igerisinde tespit edilen GO ve KEGG terimlerinin metabolik
adaptasyon, stres yaniti, enerji doniisiimii ve sinyal iletimi gibi siireclerle iligkili olmasi, 6zellikle
biyotik ve abiyotik streslere dayaniklilik hedefleyen 1slah ¢alismalarina katki saglayabilecek gen
bolgelerinin belirlenmesini kolaylastirmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda, kuraklik, tuzluluk, sicaklik
stresi ve hastalik etmenlerine kars1 dayaniklilik gibi agronomik agidan kritik 6zelliklerle baglantili
yeni molekiiler markorlerin (KASP, InDel, SNP tabanli marker’lar) gelistirilmesi i¢in uygun altyap1
olusturulmustur. Domain yapilarinin detayli olarak tanimlanmis olmasi, ileride gergeklestirilecek gen
bolgesi dogrulama, haplotip karakterizasyonu ve aday genlerin islevsel validasyonu gibi ¢alismalarin
da daha hizl1 ve dogru bi¢imde planlanabilmesini miimkiin kilmaktadir.

Bu calismada elde edilen DNA ve protein dizileri, 1BL.IRS kromozomunun gelecekte
yiiksek ¢oziiniirlikli yaklagimlarla (6rnegin CRISPR/Cas9 hedef tasarimlari, transkripsiyonel profil
analizleri, protein—protein etkilesim aglarinin olusturulmasi ve promotér motif taramalar1) daha

kapsamli bi¢imde arastirilmasina imkan sunmaktadir. InterPro domainlerinin ayrintili olarak
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tamimlanmas1 sayesinde, reseptdr benzeri proteinler (LRR, kinazlar), oksidatif stres enzimleri
(peroksidaz, SDR), metabolik diizenleyiciler (cytochrome P450 ailesi) ve protein yikim yollarinda
rol alan domainler (F-box, WD40, ankyrin repeat) gibi bircok dnemli gen grubunun ileri analizler
icin gii¢lii adaylar arasinda yer almasi beklenmektedir.

Bu kapsamli anotasyon seti ayni zamanda evrimsel agidan da deger tasimaktadir. Mv179
IBL.1IRS kromozomunun modern bugday genomu igerisinde nasil korundugu, rekombinasyonun
hangi boélgelerde simirli oldugu ve c¢avdar kokenli genlerin hangi islevsel alanlarda avantaj
saglayabilecegi gibi sorularin arastirilabilmesi i¢in bir baslangic noktast sunmustur. Segmentte
gozlenen islevsel cesitliligin, bugday ve cavdardan tasinan genlerin birlikte uyumlu bir isleyis
sergiledigini gostermesi, translokasyonun agronomik 6zellikler ile iliskilendirilen yonlerinin daha
net bicimde ortaya konulmasina katki saglayacaktir.

Sonug olarak bu ¢alismada olusturulan genis ¢capli fonksiyonel anotasyon veri seti, IBL.1RS
kromozomuna yonelik molekiiler, evrimsel ve bugday i1slah1 calismalarinda dogrudan
kullanilabilecek etkili bir biyoinformatik kaynak niteligi tagimistir. S6z konusu veri setinin, 6zellikle
dayaniklilik, verim ve adaptasyon gibi kritik tarimsal 6zelliklerle iliskili yeni genlerin ve molekiiler

markorlerin gelistirilmesine 6nemli katkilar sunmasi beklenmektedir.

4.1.5 Sekansin Cavdar (Secale cereale) Referansina Hizalanmasi, Varyant Analizi ve
Varyantlarin Anotasyonu

Mv179 1IBL.1RS translokasyon kromozomuna ait kisa okuma verileri Secale cereale Lo7
genomunun 1R kromozomu iizerine hizalanmig ve hizalama kalitesi "Qualimap v2.3" yazilim ile
degerlendirilmistir. Analiz sonucunda toplam 314 889 258 okumanin %74.41’inin (234 304 634
okuma) referans genom iizerine basariyla hizalandigi saptanmistir. Bu oran 1RS kolunun biiyiik
Olcilide cavdar kokenli dizilerden olustugunu dogrulamaktadir. Bununla birlikte %25.59 oranindaki
hizalanamayan okuma grubunun Lo7 referansi ile ortiismeyen, bugday kokenli ve yapisal olarak
farklilasnus dizileri temsil ettigi degerlendirilmistir. Incelenen kalite degerleri Cizelge 4.6’da detayl

olarak verilmistir.
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Cizelge 4.6. Incelenen Kalite metrikleri

Metrik Deger
Referans Biiyiikliigii 727 344 967
Toplam Okuma Sayisi 314 889 258
234 304 634 (%74.41)

Haritalanan Okumalar

Haritalanmayan Okumalar 80 584 624 (%25.59)

Duplikasyon Orant %37.49
Kirpilmig Okumalar 140 485 711 (%44.61)

Haritalanan Esli Okumalar 234304634 (%74.41)

214 387 023 (%68.08)
Her Ikisi de Haritalanan Esli Okumalar

Ortalama Kapsam 61.6209x
Kapsam Standart Sapma 738.5077
Ortalama Haritalama Kalitesi (MQ) 26.76

GC Yiizdesi %45.54

Genel Hata Orani %6.54
Insersiyonlar (Toplam) 76 358 730
Delesyonlar (Toplam) 80514 807
Insert Boyutu (Ortalama) 57417 951,77
Insert Boyutu (Standart Sapma) 118 059 301,75
Insert Boyutu (P25 / Medyan / P75) 342/510/39 898 730

Cizelge 4.6. incelendiginde haritalanan esli okuma analizinde okumalarin %68.08’inde her
iki ucun da referansa basarili bi¢imde hizalandig1 belirlenmistir. Okumalarin %6.33’linde tek uglu
hizalanma ve %5.29’unda alternatif hizalanma saptanmistir. Bu bulgular 1RS kolunda genis yer
kaplayan tekrarlayici elementlerin ve retrotranspozon kiimelerinin hizalama yerlesimlerini
etkiledigini gostermektedir.

Kapsamanin referans boyunca dagilimi Sekil 4.14’de verilmistir. Kapsamanin(covarage)
referans boyunca dagilimi incelendiginde ortalama kapsama derinliginin 61,62x oldugu
hesaplanmistir. Standart sapmanin 738,50 diizeyine ulagmasi kapsamanin genom boyunca homojen
dagilmadigini ortaya koymaktadir. Sekil 4.14 incelendiginde Lo7 ile yiiksek benzerlik gosteren 1RS
bolgelerinde kapsamanin daha dengeli oldugu, buna karsilik dizisel farklilasmanin arttig
segmentlerde dalgalanmalarin belirginlestigi anlagilmaktadir. Bu kapsama profili 1RS koluna 6zgii
varyantlarin giivenilir bigimde tespit edilmesi icin yeterli derinligin elde edildigi sonucuna

varilmstir.
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Sekil 4.14. Kapsamanin(covarage) referans boyunca dagilimi

Hizalama kalitesinin referans boyunca dagilimi Sekil 4.15°de verilmistir. Hizalama kalitesi
ortalama MAPQ degeri iizerinden analiz edilmistir. Ortalama MAPQ degerinin 26,76 oldugu
belirlenmistir. Sekil 4.15 incelendiginde kalite degerlerinin kromozom boyunca orta seviyede
dagildigr gorilmektedir. Tekrarlayici alanlarda ¢oklu eslesmelerin artmasi nedeniyle MAPQ
degerlerinde diisiisler saptanmigtir. Buna karsin Lo7 referansina yiiksek derecede benzeyen 1RS
bolgelerinde kalite degerlerinin yiikseldigi saptanmistir. Bu 6riintiiniin ¢avdar ve bugday genomuna

ait dizilerin ayn1 kromozomal bolgede birlesmesinden kaynaklandigi degerlendirilmektedir.

Mapping Quality Across Reference
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Sekil 4.15. Hizalama kalitesinin referans boyunca dagilimi
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Indel profili degerlendirilmis ve toplam 76 358 730 insersiyon(ekleme) ile 80.514.807
delesyonun(silinme) bulundugu belirlenmistir. Genel hata oran1 %6,54 olarak hesaplanmigstir. Bu
oranin sekanslama hatasindan ziyade, Mv179 hatti ile Lo7 referans1 arasindaki genetik varyasyonun
(divergence) yiiksekligine isaret etmektedir. Homopolimer kaynakli indel oranmin %41.96
diizeyinde oldugu goriilmektedir. Kopyalanmis (duplike) okumalarin genel oranimin %49.14 oldugu,
ancak PCR duplikasyonlar1 arindirildiginda net duplikasyon oraninin %37.49 seviyesinde bulundugu
tespit edilmistir. Ayrica okumalarin %44.61’inin kirpilmis (clipped) oldugu belirlenmistir. Bu
metrikler 1RS kolunun yiiksek tekrar yogunlugu tastyan heterokromatik bolgeler icerdigini ve Lo7
referans1 ile dizisel uyumsuzluk iceren alanlarda hizalama kirilmalarinin sik goriildiigiini
gostermektedir. Analizde kullanilan 1BL.1RS translokasyon hattinin (Mv179) S. cereale cv. ‘Varda’
ile S. strictum ssp. anatolicum varyantlarinin melezlenmesi ve daha sonra Martonvasari 9kr1 bugday
hatt1 ile melezlenmesi sonucu elde edilen ve geri melezleme adimlariyla stabilize edilen bir hat
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle hizalama ¢iktilarinda gozlenen yiiksek kirpilma orani, kapsama
diizensizlikleri, duplikasyon yogunlugu ve insert boyutu varyansi teknik hatalarla
aciklanmamaktadir. Bu bulgular 1BL.1RS kromozomunun melez ve yapisal olarak karmasik
dogasini, Lo7 1R referans genomundan dizisel olarak ayrigan bolgelerin varligini ve translokasyon
sirecinde meydana gelen yeniden diizenlemeleri yansitan biyolojik sonuglar olarak
degerlendirilmistir.

Varyant ¢cagirimi, poliploid tiirlerde giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle "FreeBayes v1.3.7"
araci ile gergeklestirilmis ve sonuglar ".vcf " formatinda elde edilmistir. Hizalama islemi sonrasinda
elde edilen varyant dosyalari, fonksiyonel anotasyon amaciyla “SnpEff” yazilimi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu igslem sonucunda toplam 186 809 054 varyant basariyla iglenmistir. Bu say1, 1BL.1RS
kromozom segmentinin yiiksek diizeyde genetik cesitlilik igerdigini gdostermektedir. Anotasyon

sonuclarina ait 6zet bulgular Cizelge 4.7.’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Anostasyon sonuglarin genel istatistik sonuglar

Ozellik Deger

Toplam varyant sayisi1 (islenen) 186 809 054
Multi-allelik varyantlar 3927 083
Toplam anotasyon sayisi 208 339 326
Ortalama varyant siklig1 1 varyant / 3 bp
Genomun etkili uzunlugu (bp) 727 344 967
Uyar1 (Warning) 7977

Hata (Error) 0

Analiz siirecinde 3 927 083 adet ¢oklu allelik varyant kaydedilmistir. Coklu allelik bolgeler,
birden fazla alternatif baz degisiminin ayni konumda bulundugu varyant tiplerini temsil etmektedir.
Toplam anotasyon sayisinin 208 339 326 olmasi, tek bir varyantin birden fazla gen veya transkript
bolgesiyle iligkili olabildigini gostermektedir.

SnpEff sonuglarina gore etkili genom uzunlugu 727 344 967 bp olarak hesaplanmis ve bu
uzunluk temel alinarak ortalama varyant siklig1 her 3 bazda bir varyant olacak sekilde belirlenmistir.
Bu yogunluk, analiz edilen kromozomal bélgenin yiiksek oranda polimorfik yapisini yansitmaktadir.

Analiz siiresince herhangi bir hata (error) raporlanmamis, yalnizca 7977 uyan (warning)
kaydedilmistir. Bu uyarilar, genellikle anotasyon dosyalarinda tanimli olmayan bélgelerden veya
meta veri eksikliginden kaynaklanmaktadir. Hatali kayit bulunmamasi, analiz siirecinin teknik olarak
sorunsuz bigimde tamamlandigin1 gostermektedir.

Varyant tiplerinin sayis1 ve orani Cizelge 4.8’de ve anotasyon sonuglarinin varyant tiplerine

gore dagilim grafigi Sekil 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.8. Varyant tiplerinin sayis1 ve orant

Varyant Tipi Say1 Oran (%)
MNP (Multiple Nucleotide Polymorphism) 152 086 130 81.4
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 32 029 408 17.1
Insersiyon (INS) 643 251 0.34
Delesyon (DEL) 711 606 0.38
Mixed 1338 659 0.72
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Sekil 4.16. Anotasyon sonuglarinin varyant tiplerine gore dagilim grafigi

Cizelge 4.8’de ifade edilen SnpEff tarafindan siniflandirilan varyant tipleri incelendiginde,
toplam varyantlarin %81.4'inlin MNP (Coklu niikleotid poliforfizmi-Multiple Nucleotide
Polymorphism) formunda raporlandigi belirlenmistir. Bu varyant tiiriinde tek baz yerine ardigik
birden fazla baz pozisyonunda es zamanli degisim meydana gelmistir. Bu dagilim, analizde
kullanilan "FreeBayes" varyant ¢agirma algoritmasinin, bagimsiz tekli SNP’ler yerine bitigik
varyantlart blok halinde tanimlama egiliminde olmasindan kaynaklanmig olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Tek baz degisimlerini ifade eden SNP sayis1 32 029 408 olarak belirlenmistir. Bu deger,
MNP’lere kiyasla daha diisiik goriinse de genetik cesitliligin tekli baz seviyesinde de belirgin
oldugunu gostermektedir. SNP'lerin bu diizeyde bulunmasi, ilerleyen agamalarda spesifik gen-lokus
temelli varyant analizlerine olanak saglayabilecek niteliktedir.

Parca eklenmesi (Insertion) ve parg¢a kaybolmasi (Deletion) olaylarin1 kapsayan InDel
varyantlariin toplam sayisi ise 1.35 milyonun iizerindedir. Bu varyantlar arasinda parc¢a eklenmesi
say1s1 643 251, parca kaybolmast sayist 711 606 olarak kaydedilmistir. Bu yapi, InDel'lerin SNP’lere
kiyasla daha diisiik oranda bulundugunu, ancak yapisal degisim igeren mutasyonlar agisindan 6nemli
bir kaynak olabilecegini gostermektedir. Ozellikle bu ¢alismanin hedefleri arasinda yer alan
molekiiler markdr gelistirme siirecinde, 30 bp ve iizeri uzunluga sahip InDel varyantlari ayirt edici
o6zelliklerinden dolay1 6ncelikli adaylar olarak degerlendirilmistir.

“Mixed” kategorisine giren varyantlar ise 1 338 659 adet olarak belirlenmistir. Bu varyant

grubu, hem baz degisimi hem de es zamanli ekleme/silme olaylarini igeren karma yapili mutasyonlari
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temsil etmektedir. Bu tiir varyantlarin genomik yap1 lizerinde potansiyel olarak daha karmasik etkiler
olusturabilecegi ve biyolojik anlamlandirma asamasinda dikkatle incelenmesi gerektigi
degerlendirilmistir.

Daha karmagik mutasyon desenlerini (baz degisimi ve ekleme/silme olaylarimin bir arada
olmasi) ifade eden "Mixed" kategorisinde ise 1 338 659 adet varyant saptanmistir. Varyantlarin
etkilerini belirlemek amaciyla varyant etki degerlendirmesi yapilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge

4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Varyantlarin etki derecelerinin siniflandirmasi

Etki Derecesi Say1 Oran (%)
Modifier (Diizenleyici/Etkisiz) 207 581 655 99.63
Moderate (Orta Etkili) 650 094 0.31

Low (Diisiik Etkili) 102 511 0.05

High (Yiiksek Etkili) 5 066 0.0027

SnpEff tarafindan gergeklestirilen fonksiyonel etki analizi sonucunda, varyantlarin biiyiik
¢ogunlugunun Modifier kategorisinde siniflandirildigr belirlenmistir. Bu sinifa giren varyantlarin,
gen kodlama bolgelerinden ziyade intergenik, intronik veya gen cevresi (upstream/downstream)
bolgelerde konumlanmaktadir. Bu tiir varyantlarin, protein yapisini dogrudan degistirmemesi
nedeniyle biyolojik etkilerinin daha sinirli olabilecegi degerlendirilmektedir. Protein kodlayan
dizilerde dogrudan bir degisiklige yol agmadiklari i¢in biyolojik etkilerinin sinirlt oldugu varsayilsa
da, gen ekspresyon seviyelerini modiile etme potansiyelleri goz ardi edilmemelidir.

“Moderate”(Orta etkili) kategorisine giren varyantlarin sayis1 650.094 olarak kaydedilmistir.
Bu varyantlarin, aminoasit dizisinde degisim olusturarak protein fonksiyonlarinda kismi
degisikliklere neden olabilecegi tahmin edilmektedir. Bu grupta yer alan varyantlarin yanlis anlamh
(missense) mutasyonlarla Ortiigme olasilig1 yiiksektir ve bu nedenle, ilerleyen asamalarda
fonksiyonel gen aday1 belirleme siireglerinde degerlendirilmesi gerekmektedir.

“Low”(diistik etkili) sinifinda yer alan varyantlar (102.511 adet), genellikle es anlamh
(synonymous) degisimleri yansitmaktadir. Bu tip degisimlerde kodon dizisi farklilik géstermesine
ragmen kodlanan aminoasit degismemekte, dolayisiyla protein yapisinda dogrudan bir farklilik
olugsmamaktadir. Ancak bazi durumlarda es anlamli mutasyonlarin translasyon verimliligi veya
mRNA stabilitesi iizerinde etkili olabilecegi bilinmekte olup, bu nedenle bu varyantlar da tamamen

g6z ardi1 edilmemesi gerektigi bildirilmistir.
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Analizin en kritik bulgusu, "High" (Yiiksek Etkili) kategorisinde yer alan 5.066 adet
varyanttir. Bu grup erken durdurma kodonu olusumu (stop gained), okuma c¢ercevesi kaymasi
(frameshift) veya kirpilma bolgesi (splice site) kaybi gibi genin islevini tamamen bozabilecek veya
degistirebilecek mutasyonlar1 icermektedir. Sayica az olmalarina ragmen, fenotipik etkileri
bakimindan en belirleyici grup olduklar1 degerlendirilmektedir. Bu nedenle, sdz konusu 5.066
varyant; aday gen dogrulama, IGV tabanli gorsel inceleme ve KASP/InDel markor tasarim
asamalarinda 6ncelikli hedef bolge olarak belirlenmistir.

Varyantlarin etki derecelerinin siniflandirmasi Cizelge 4.10°da, fonksiyonel siniflara gore

varyant dagilimi Sekil 4. 17°de verilmistir.

Cizelge 4.10. Varyantlarin fonksiyonel etki tiirlerine gore siniflandirmasi

Fonksiyonel Etki Tiirii Say1 Oran (%)
Missense (aminoasit degistirici) 91.868 51,52
Silent (es anlaml) 84.463 47,36
Nonsense (erken durma kodonu) 1.977 1,11

Fonksiyonel Siniflara Gore Varyant Dagilimi
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Sekil 4.17. Anotasyon sonuglarinin varyant tiplerine gore dagilim grafigi

Varyantlarin protein kodlayan bolgeler iizerindeki etkileri degerlendirildiginde, yanlis
anlamli (“missense”) mutasyonlari baskin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.17) .
Toplam 91868 adet yanlis anlaml1 varyantin, kodon diizeyinde tek baz degisimine bagh olarak farkli
bir aminoasidin proteine dahil olmasina yol agtig1 anlagilmaktadir. Bu tiir varyantlarin, protein yapisi
iizerinde konformasyonel degisiklik, aktif bdlge bozulmasi veya baglanma bolgelerinde yapi

kaymalar1 olusturma potansiyeli bulunmaktadir. Bu nedenle “missense” sinifindaki varyantlar,
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biyolojik islev agisindan orta diizey etkili ancak olas1 fenotip yansimalar1 bakimindan kritik kabul
edilmektedir.

Etkisiz (Silent) varyantlar incelendiginde 84463 adet mutasyonun, kodon degismesine
ragmen kodlanan aminoasidi degistirmedigi belirlenmistir. Bu tiir degisimlerin dogrudan proteinin
primer yapisini etkilememesi nedeniyle, gen {irlinlinde yapisal bir farklilik olusturmadig
diistiniilebilir. Ancak kodon kullamim siklig1 (codon bias), mRNA stabilitesi ve translasyonel
verimlilik gibi mekanizmalar iizerinden dolayli etkiler meydana gelebilecegi ihtimali goz ardi
edilmemelidir. Bu nedenle bu varyant simifi, "disiik etkili" kategoride yer almakla birlikte
transkripsiyon-sonrasi diizenlenme siirecleri agisindan incelemeye agik bir veri grubudur.

Anlamsiz (Nonsense) mutasyonlarin sayist 1977 olarak kaydedilmistir. Bu varyantlar, stop
kodonunun erken olusumuna yol acarak proteinin sentezinin tamamlanmadan kesilmesine neden
olabilecek niteliktedir. Bu durum, kisaltilmis (trunkated) protein iiriinlerinin olusmasina yol
acabilecegi i¢in biyolojik sonuclar1 yiiksek derecede etkili olabilmektedir. Bu tiir varyantlar 6zellikle
hastalik direnci genleri, NLR gen aileleri veya sinyal iletim elemanlar1 gibi fonksiyonel bdlgelerde
yer aliyorsa, genomik islev tizerinde belirgin degisiklikler olusturabilecek potansiyele sahiptir.

Varyantlarin bolgelere gore siniflandirmasi Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Varyantlarin bolgelere gore siniflandirmast

Bolge Say1 Oran (%)
Intergenik 183 532 255 88.09
Downstream 14 140 614 6.78
Upstream 7 389 438 3.55
intron 2519348 1.21
Ekzon 746 057 0.36
Splice bolgeleri (Toplam) ~11 600 <0.01

Varyantlarin genomik konumlara gore dagilimi incelendiginde, en yiiksek yogunlugun
intergenik bolgelerde bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11). Bu bolgelerde 183 532 255 adet
varyant kaydedilmis olup, bu deger toplam varyantlarin %88.09’unu olusturmaktadir. Bu durum,
calisilan 1BL.1RS bolgesinin biiyiilk oranda kodlama dis1 diziler ve tekrarlayici genetik
elementlerden olustugunu diisiindiirmektedir. Intergenik varyantlarm biiyiik cogunlugu dogrudan

protein kodlayan genler tizerinde etkili olmamakla birlikte, gen ekspresyonunun iist diizey
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diizenleyici mekanizmalariyla iliskili olabilecek uzak diizenleme bolgelerine etki etme potansiyeli
tasimaktadir.

Downstream(asagi akis bolgesi) ve upstream(yukart akig bolgesi) bolgelerde yer alan
varyantlarin sayisinin sirasiyla 14 140 614 (%6.78) ve 7 389 438 (%3.55) oldugu belirlenmistir. Bu
bolgeler, genlerin transkripsiyon baslangi¢ ve bitis noktalarina yakin konumlandiklari i¢in promotor
aktivitesi, transkripsiyonel diizenleme ve mRNA stabilitesi ilizerinde etkili olabilecek stratejik
alanlardir. Bu nedenle bu sinifa giren varyantlar, her ne kadar protein diizeyinde dogrudan bir
degisime neden olmasalar da transkripsiyon faktorii baglanma bdolgelerini etkileyerek gen ifadesi
dinamiklerini dolayli olarak degistirebilir.

Intron bélgelerinde yer alan varyantlarin sayist 2.519.348 (%1,21) olarak hesaplanmustir.
Intronik varyantlar, gen iiriiniinii dogrudan etkilenmedigi icin diisiik etkili mutasyon smifinda
degerlendirilmektedir. Ancak bazi durumlarda alternatif “splicing” bdlgelerine yakin konumlanan
intronik varyantlarin ekzon-intron gegislerini etkileyebilecegi goz onilinde bulundurulmalidir. Bu
nedenle, intron sinirlarina yakin varyantlarin splicing bozulmasi riski agisindan ikincil analizlere
dahil edilmesi uygun olacaktir.

Ekzon bdlgelerinde bulunan varyantlarin toplam sayist  746.057 (%0,36) olarak
belirlenmistir. Bu oran, genel varyant havuzu iginde kiigiik goriinmekle birlikte, bu sinifa giren her
varyantin protein diizeyinde dogrudan etki olusturma ihtimali nedeniyle biyolojik olarak anlaml1
kabul edilmektedir. Bu varyant seti fonksiyonel gen aday1 belirleme asamalarinda g¢ekirdek veri
grubu olarak degerlendirilebilecek nitelikte oldugu tespit edilmistir.

Ekzon—intron birlesme(splice) bdlgelerinde yer alan varyantlarin sayisi yaklasik 11.600
olup, bu smnifin toplam varyantlar igerisindeki orani %0,01’in altindadir. Sayica diisiik olan bu
varyantlarin, “splice donor” veya “acceptor” bolgelerinde yer almasi durumunda, ekzon-intron
sinirlarmin taninmasinda bozulma, mRNA segmentlerinin yanlig birlestirilmesi veya kodlama
cercevesinin kaymasi gibi kritik molekiiler sonuclara yol acabilecegi degerlendirilmektedir.

Varyantlarin baz degisim tiplerine gore siniflandirilmasi Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Varyantlarin baz degisim tiplerine gore siniflandiriimasi

Baz Degisim Tipi Say1
Transisyon (A—G, CoT) 8,000,262
Transversiyon (A—C, AT, GoC, GoT) 4,906,260
Ts/Tv Orani 1.63
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SnpEff anotasyonu sonucunda toplam 8 000 262 adet transisyon (A«<>G ve CT) ve 4 906
260 adet transversiyon (A—C, AT, GoC, G T) degisimi tespit edilmistir. Bu dagilim sonucunda
Ts/Tv orani 1,63 olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.12).

Genomik mutasyon siirecleri incelendiginde, Transisyon (Ts) mutasyonlarinin, kimyasal
olarak daha olas1 doniigiimler olmas1 sebebiyle dogada transversiyonlara (Tv) kiyasla daha yiiksek
frekansta gerceklestigi bilinmektedir. Transisyon mutasyonlari piirin-piirin (A<>QG) veya pirimidin-
pirimidin (C<>T) doniisiimlerinden olustugu i¢in, DNA polimeraz tarafindan daha tolere edilir. Bu
nedenle daha az yapisal bozulmaya yol actig1 bilinmektedir.

Bu c¢alismada C—T gegislerinin baskin olmasi, metillenmis sitozinlerin deaminasyon
yoluyla timine donlisme egilimi ile iligkilendirilebilir. Bu tiir bir doniisim, genellikle tekrarlayici
bolgelerde veya epigenetik olarak baskilanmis heterokromatin bolgelerinde daha sik g6zlenmektedir.
Bu durumun, 1BLIRS bdélgesinin ¢avdar kokenli yapisinda genomik tekrar dizilerinin yogun
bulunmasi ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Transversiyon mutasyonlarinin yaklasik 4.9 milyon adet olmasi, genomda daha rastlantisal
ve kimyasal olarak daha nadir ancak potansiyel olarak protein yapisini degistirebilecek etkiye sahip
mutasyonlarin da bulundugunu gdstermektedir. Transversiyon degisimleri genellikle DNA
sarmalinda lokal yapisal kaymalara ve daha belirgin sterik gerilmelere neden olabilecegi i¢in, protein
kodlayan bolgelerde goriildiigiinde daha yogun fenotipik etki olusturma potansiyeline sahiptir.

Ts/Tv oraninin 1.63 diizeyinde olmasi, verinin biyolojik gerceklikle uyumlu oldugunu
gostermektedir. Genomik analizlerde Ts/Tv oraninin 1.5-2.0 araliginda olmasi, varyant ¢agirma
kalitesinin optimum seviyede oldugunu isaret etmektedir. Eger oran 1’in altina diismiis olsaydi, bu
durum hatali ¢agrilmis, diigiik giivenilirlikli transversion mutasyonlarinin baskin oldugu bir veri
setine isaret edecekti. Ote yandan 2’nin ¢ok iizerine ¢ikan Ts/Tv oranlar1 da asir1 filtrelenmis veya
gercek biyolojik cesitliligi yansitmayan bir varyant seti anlamina gelebilirdi. Bu baglamda 1,63
degeri, varyant ¢agirma asamasinin dengeli oldugunu ve veri setinin giivenilir nitelikte oldugunu
gostermektedir (DePristo ve ark., 2011)

Varyantlarin anotasyon tiirlerine gore siniflandirilmasi Cizelge 4.13’de verilmistir.
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Cizelge 4.13. Varyantlarin anotasyon tiirlerine gore siniflandirilmasi

Anotasyon Tiirii Say1 Oran (%)
intergenik bolge 183 532 255 88.08
Downstream gen varyant 14 140 614 6.78

Upstream gen varyant 7389 438 3.55

Intron variant 2529 756 1.21

Missense(aminoasit degistirici) varyant 647 735 0.31

Es anlamli varyant (sessiz mutasyon) 93 257 0.045
Cergeve kaymasi varyanti 1510 <0.01
Baslangic kodonu kayb1 290 <0.01
Durmag(stop) kodonu olusumu 2339 <0.01
Durma kodonu kaybi(stop lost) 276 <0.01
Splice bolgesi varyanti 10 774 <0.01
Splice alic1 bolgesi varyanti 387 <0.01
Splice verivi bolgesi varyanti 461 <0.01
Baslangi¢ kodonu varyanti 189 <0.01
Koruyucu okuma gercevesi i¢i ekleme/silme ~1400 <0.01
Bozucu okuma ¢ergevesi i¢i ekleme/silme ~900 <0.01

Cizelge 4.13'de sunulan veriler incelendiginde, varyantlarin biiylik bolimiiniin protein
kodlayan bolgeler disinda yer aldig1 goriilmektedir. Ozellikle “intergenic_region” kategorisinde
bulunan 183.532.255 varyant (%88,08), analiz edilen 1BL1RS bdlgesinin yiiksek oranda gen dis1
diziler ve olasilikla tekrar elementleri igerdigini diisiindiirmektedir. Bu durum, genomun kodlamayan
alanlariin varyasyon agisindan oldukca dinamik olabilecegine isaret etmektedir.

“Downstream gen varyant” ve “upstream gen varyant” kategorilerinde yer alan 21 milyonu
askin varyant, genlerin transkripsiyon baslangig ve bitis bolgelerine yakin konumlandiklari i¢in kritik
biyolojik oneme sahiptir. Bu bdolgelerdeki varyasyonlarin promotor aktivitesini etkileyebildigi,
transkripsiyon faktorii baglanma motiflerini degistirebildigi ve poliadenilasyon sinyallerinin
taninmasini modiile ederek gen ekspresyonunu yeniden sekillendirebildigi bilinmektedir (Andersson
ve ark., 2020; Maston ve ark., 2006; Tian ve ark., 2017).

“Missense varyant” (647.735 adet) ve “es anlaml1 varyant” (~93.000 adet) kombinasyonu,
protein kodlayan bolgelerdeki mutasyonlarin kiigiik bir kismimi olusturmasina ragmen, bu sinifa
giren varyantlarin fonksiyonel etkiler acisimdan en anlamli grup olduguna isaret etmektedir.

“Missense” mutasyonlarm aminosit degisikligi yoluyla protein yapisinda konformasyonel
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degisikliklere yol agabilme ihtimali, bu varyant grubunu fonksiyonel analiz ve markor gelistirme
asamalarinda dncelikli inceleme grubuna doniistiirmektedir.

Cergeve kaymasi varyanti, kodon olusumu, kodon kaybi ve baslangic kodonu kaybi gibi
okuma gercevesini veya translasyon biitiinliiglinii etkileyebilecek nadir mutasyonlar, sayisal olarak
az olmalarma ragmen biyolojik sonu¢ olusturma potansiyeli en yiiksek alt smif olarak
degerlendirilmektedir. Bu mutasyonlarin protein sentezini erken durdurma, alternatif baslama
kodonu kullanimi veya uzamis protein olusumu gibi sonuglara yol acabilecegi gbz Oniinde

bulundurulmalidir.

4.2. InDel Primerlerinin Gelistirilmesi ve Genetik Cesitlilik Analizleri
4.2.1. InDel Primerlerinin Validasyonu

Bu calismada, Mv179 1BL.1RS translokasyon bolgesine 6zgii InDel varyantlarindan
yararlanilarak toplam 30 adet InDel primer cifti tasarlanmis ve bu primerlerin performansi farkl
cavdar ve cavdar translokasyonuna sahip bugday materyali iizerinde degerlendirilmistir. Primer
setine iliskin ayrintili liste ve amplifikasyon sonuglar1 Cizelge 4.14’de sunulmustur. PCR
amplifikasyonlari, Mv179 bugday—c¢avdar translokasyon hatti, Petkus kokenli translokasyon tasiyan
MvMagdalena, bir adet ekmeklik bugday ¢esidi, 5 ¢avdar ve 5 tritikale genotipi ve farkli
ekolojilerden toplanmig 82 gecis formundaki ¢cavdar genotipleri tizerinde ylriitilmistiir. Elde edilen
PCR iiriinleri 2% agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmis ve bant netligi, goriintirligii ve tiirler
arasi ayirt ediciligi temel kriterler olarak kullanilmustir.

PCR sonuglari, primer giftlerinin farkli materyallerde degisen diizeylerde polimorfik
olduklarim ortaya koymustur. Tasarlanan 30 primerin 18’1 agik bigimde polimorfik bulunmustur. Bu
primerler, 6zellikle ¢avdar cesitliliginin ortaya konmasinda giiglii ayirt edicilik gostermis olup
genetik ¢esitlilik analizlerine dahil edilmistir. Primerlerden 1’1 monomorfik bant olusturmus ve
herhangi bir allelik farklilik gdstermedigi i¢in popiilasyon temelli cesitlilik analizlerinden
¢ikarilmustir.

Primer seti igerisinde 6 primer, ¢cavdar genotiplerinde diisiik bant verimliligine veya zayif
amplifikasyon profillerine sahip olmustur. Bu nedenle bu 6 primer (T107, T115, T121, T122, T123,
T130), c¢esitlilik analizlerinde kullanilmamis; ancak Mv179 hattina 6zgii 1RS segmentinin
belirlenmesinde yiiksek dogrulukla calistiklari i¢in 1slah programlarinda tanisal (diagnostik) markor
olarak degerlendirilmeye uygun bulunmustur. Bu primerler, ¢cavdar segmentinin aktarimini tespit
etmek amaciyla ozellikle seleksiyon siireglerinde hizli tarama markdrleri olarak kullanilabilecek
niteliktedir.

Primer setinin geri kalan 5’1 (T105, T106, T109, T112, T117) higbir materyalde
amplifikasyon {iretmemis ve tekrar optimizasyonlara ragmen bant olusturmadigi i¢in caligma
kapsamindan tamamen g¢ikarilmistir. Genel degerlendirme sonucunda, monomorfik primer

cikarildiginda toplam 24 primer, hem translokasyonun dogrulanmasi hem de islah materyalinde
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Mv179 allelinin molekiiler olarak belirlenmesi agisindan giivenilir bulunmustur. Bu durum,
tasarlanan InDel markérlerinin biiyilk boliimiiniin hem tiir i¢i (¢avdar genotipleri arasinda
polimorfizm tespiti) hem de tiirler arasi(¢avdar-bugdaay) kullanim potansiyeli sundugunu
gostermektedir.

Sonug olarak, primer performanslari degerlendirildiginde amplifikasyon gosteren 24
primerden 18 polimorfik primerin cavdar gesitliligini ortaya koymada etkili, 6 primerin ise yalnizca
1BL.1RS translokasyonunu tanimlamada yiiksek derecede giivenilir oldugu belirlenmistir. Boylece
tasarlanan primer seti hem genetik cesitlilik ¢aligmalarinda hem de 1slah siirecinde translokasyon
kontroliine yonelik kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

Buna ek olarak, tasarlanan primerlerden 7 tanesinin gen ile iliskili bolgeler {izerinde
konumlandig: belirlenmis olup detayl bilgi Cizelge 4.15°de verilmistir. Ancak bu bdlgelerin intron
mu yoksa ekzon mu olduguna yonelik ayrintili bir yapisal siniflandirma bu ¢alisma kapsaminda
yapilmamistir. Cizelge 4.15 incelendiginde, bu 7 primerden 1’inin herhangi bir materyalde
amplifikasyon iiretmedigi, buna karsilik 5 primerin hem 1BL.1RS translokasyonunun tespitinde hem
de cavdar genetik cesitliliginin degerlendirilmesinde polimorfik bant profilleri verdigi saptanmustir.
Caligmaya ait agaroz jel goriintiileri ve IGV (Integrative Genomics Viewer) goriintlisii Sekil 4.18 ve

Sekil 4.19’da verilmistir.
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Cizelge 4.14. Calismada kullanilan Indel primerlerinin listesi ve amplifikasyon bilgileri

Primer Forward Reverse Chr Pos Mv179 Lo7
Kodu
T101 TGCATGACTGGTTATCAAAGGC AGCAAGCATGTCGAACCAAC 1R 13290676 272 236
T102 GCGGCAAATAGAAGCTCTCC GACCACAACTGCGGAACAAT IR 54690630 233 291
T103 ACATCCAGATCCAACCGCTT CCCCAAGTGAGTAGGCAAGA IR 12789006 212 272
T104 AGGCAAGAGAGATGAACGATC CTGCTCGTTCTCCTAGTCGG IR 15352984 466 400
T105 CCAACGCGCCCAGTGAAG TTCATTGCTGCTAACGAGGC IR 15491506 222 316
T106 GAGATAGGCGTTGCACATAGT TTTGATCTGGACCAACTGCG IR 15957292 168 261
T107 TGTCTCTCGTCATAAAACCCCT TGACCACATTCTTCAAAGTCGT IR 17154000 353 399
T108 GTGTCCGGACCATTTGTAACA AGAAAGAAAACAAGTGGCGACT IR 22350011 380 464
T109 GCTGGGATATTTGGCTGCTT AAATCCGACAAGCACACGAG 1R 24124839 424 494
T110 ACGAGAGCTTGAAGATGGGA ATATGAGTCTGTGGAGCCGG IR 33014029 347 388
T111 TGAAAGGTAGCGGAGTTTGAG GGAGAGGTTGCCATCTAGCT IR 38611757 384 474
T112 CACCTTCATCCCGTCGTCC GTGGTGGTGGCTGAGTCG IR 46284636 234 292
T113 GACAGCATCGACCACAAGTG CCCGGGCCAGTTAAAATCAAA IR 649581 239 277
T114 GCACACTTCCAAACCAGACC CCCTGTGGAAAACTCGACAC IR 541456 420 340
T115 TTGCTGATTTGCTCGCCTAG GGAGCTCGACCCCAAGAC IR 674204 643 682
T116 ATGATCGCTTAAACATGGCTATC CGCATGGGGAAAGACATCAC IR 2026781 188 248
T117 GAACATTTGAACCACGGAAACA GCTTTTCTTCCATGTTGTGCA 1R 2908643 421 462
T118 CATGTTATCGGATGCCTTGCT CCACCAAAGTTCACGCTCAA IR 71627081 315 373
T119 AGGAGTTGCTGAGTCTAAGGT ACGCCACACCTCCCTATTC IR 72760894 288 250
T120 CGCGTTTTGACACCCTAAGA TGCGAAGGTTGGACAAATTTCT IR 79675221 363 397
T121 AACCTCGATCCATCCCAGAG CAAAAGCAGTCCCACACGAA IR 80352523 277 207
T122 GGTTGCTTTGTGATGAGTGC TCACTGATAATCAATTTCACCGC 1R 91822017 177 222
T123 TGAATCCTGCCCCTTCACAT GCAGATGCGGTTAGATCACC IR 97560774 495 462
T124 CACTGCGCCCATCTTAAGAC TGTCCCTCTCATGTTCTCAAGA IR 97805858 317 377
T125 CACGCTGAGCTATGTCACAA TCCTTCTCGTGATCTATGCCA IR 100576298 308 348
T126 GCCTTCACTATGTTATCGGGG CCTGCAACGAGGGCTTCT IR 100734177 803 843
T127 ACCAAGCCCCAAGACAAGAT GACCTGCTCCATTTCCCTTG IR 102359194 208 254
T128 GAGTCTCCACAGTAGGCACA CTGTACCTCGCCAGAACTCT IR 106140400 408 346
T129 AACTCTAGCTCCATCCTTGCA CGTCTTGCGCGTCTTGATG IR 107956976 191 150
T130 TTTCTCTCTGCCTCTCTCCA TGTGGTAAAGTGTGAATGGCA IR 109963584 228 300
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Cizelge 4.15. Tasarlanan InDel primerlarinin genetik gesitlilik analizi, translokasyon tespiti ve gen

bolgesi iligkisine gore siniflandirilmasi

Primer Kodu Genetik Cesitlilik Translokasyon Tespiti Gen Bilgisi

T101 + + -

T102 + + -

T103 + + -

T104 + + -

T107 - + -

T108 + + -

T110 + + -

T111 + + -

T113 + + SECCEIRv1G0000100
T114 + + -

T115 - A SECCEIRv1G0000120
T116 + + -

T118 + + -

T119 1 + -

T120 + + SECCE1Rv1G0011620
T121 R T :

T122 - + -

T123 - T N

T124 - T .

T125 + + -

T126 + + SECCEIRvV1G0013110
T127 + + -

T128 + + SECCEIRv1G0013480
T129 + + SECCEIRv1G0013710
T130 - T N
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1 2345 67858
12 3456 7829 123456 7 809

T118 T125

12 3 4 S5 67889
12 3456 7 8 9 - 12345 67 89

Sekil 4.18. PCR sonuglarina ait bazi agaroz jel goriintiileri (1,2: Mv179 3: Mv9kr1(translokasyon
icermeyen ekmeklik bugday ¢esidi), 4: MvMagdelena 5,6,7,8,9: Cavdar ¢esitleri M: 100 bp DNA
Ladder)

167 bp
3 290.54C bp 13.280.660 bp 13290550 bo 13.230.700 bp 13.230.720 bp
| | | | | |

CTETETIETETUTETECE T T TR OT TABGACCEET TETTEICETT T T ETACT ST T TI T TT T T2 a0T TAUACAT IO TS 1A T AAGEAITT 2

Sekil 4.19. T101 primerine ait IGV(Integrative Genomics Viewer) goriintiisii
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4.2.2. Genetik Cesitlilik ve Filogenetik Analiz

Polimorfik oldugu belirlenen 18 InDel markérii i¢in etkin allel sayis1 (Ne), beklenen
heterozigotluk (He), diizeltilmis beklenen heterozigotluk (uHe) ve Shannon cesitlilik indeksi (I)
degerleri hesaplanmis olup ilgili degerler Cizelge 4.16’da verilmistir. Analiz materyali; farkli
ekolojilerden toplanmis ¢avdar genotipleri, kiiltiire alinmis gavdar gesitleri, tritikale genotipleri ve

1BL.1RS translokasyonuna sahip Mv179 ile MvMagdalena hatlarin1 kapsamaktadir.

Cizelge 4.16. Genetik Cesitlilik Parametreleri

Primer Kodu N Ne I He uHe

T101 95 1.359 0.414 0.252 0.254
T102 95 1.248 0.207 0.134 0.135
T103 95 1.689 0.574 0.390 0.392
T104 95 1.715 0.586 0.401 0.403
T108 95 1.541 0.489 0.324 0.326
T110 95 1.556 0.451 0.301 0.302
T111 95 1.348 0.371 0.230 0.231
T113 95 1.527 0.447 0.296 0.298
T114 95 1.215 0.227 0.133 0.134
T116 95 1.490 0.440 0.286 0.288
T118 95 1.985 0.689 0.496 0.499
T119 95 1.262 0.319 0.191 0.192
T120 95 1.589 0.526 0.350 0.352
T125 95 1.326 0.364 0.225 0.226
T126 95 1.457 0.423 0.280 0.281
T127 95 1.281 0.310 0.187 0.188
T128 95 1.608 0.558 0.373 0.375
T129 95 1.842 0.647 0.455 0.458
Ortalama 95 1.502 0.447 0.295 0.296

Cizelge 4.16. incelendiginde, markorler arasinda cesitlilik parametrelerinde belirgin
farkliliklar bulundugu goriilmektedir. Etkin allel sayis1 (Ne), markorlere bagli olarak 1.215 (T114)
ile 1.985 (T118) arasinda degistigi goriilmektedir. Ne degerlerinin yiiksek oldugu markdrler (T118,
T129, T103 ve T104), analiz edilen materyaldeki allel frekans1 dagiliminin bu markérlerde daha
belirgin farklilagtigini gostermektedir. Cavdar dogal popiilasyonlarinda genis allelik ¢esitliligin
bulundugu onceki arastirmalarda rapor edilmistir (Bolibok-Bragoszewska ve ark., 2014; Schreiber
ve ark., 2019).

Shannon ¢esitlilik indeksi (I) degerleri 0.207 (T102) ile 0.689 (T118) arasinda degismistir.
"I" degerlerinin yiiksek oldugu markérler (T118, T129, T103, T104), popiilasyonun genetik
ayrismasini daha net bicimde gdsteren markdrlerdir. Cavdar genomunun 6zellikle R1 (sentromere
yakin) ve R3(ug) bolgelerinde yogun varyasyon icerdigi rapor edilmistir (Rabanus-Wallace ve ark.,
2021). Bu nedenle yiiksek "[" degerine sahip markorlerin, varyasyonun yogunlastigi bu tiir genomik

alanlar temsil etme olasilig1 g6z ard1 edilmemektedir.
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Genetik cesitlilik parametreleri birlikte degerlendirildiginde, T118, T129, T103 ve T104
markdrlerinin koleksiyon igerisindeki allel frekansinin farklilagmasini daha belirgin sekilde yansittigi
saptanmigtir. Buna karsilik T102, T114 ve T127 markdrlerindeki degerlerin daha diisiik olmasi, bu
markorlerin koleksiyonun daha korunmus veya varyasyon acisindan siirli genomik bdlgelerini
temsil ettigini diisiindiirmektedir. Dogal cavdar popiilasyonlarinin materyal icinde yer almasi
ozellikle T118 ve T129 gibi markorlerde cesitlilik parametrelerinde anlamli artisa neden olmus olup,
bu bulgu dogal cavdar popiilasyonlarinda genis allelik ¢esitlilik bulundugunu gosteren arastirmalarla
uyumludur (Bolibok-Bragoszewska ve ark., 2014; Schreiber ve ark., 2019).

Genotipler arasindaki genetik iliskilerin belirlenmesi amaciyla polimorfik InDel markdorleri
kullanilarak Neighbor-Joining (NJ) algoritmasina dayali bir filogenetik analiz gerceklestirilmistir.
Bu yaklasim, materyaldeki genetik uzakliklarin gorsellestirilmesini saglamis ve genotiplerin genetik
benzerliklerine gore nasil gruplastigini ortaya koymustur. Elde edilen filogenetik dendogram, NJ

dendrogrami Sekil 4.20°de vermistir.
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Sekil 4.20. Analiz edilen genotiplerin filogenetik agac1 (Kirmizi: Gegis Formu Cavdar Genotipleri
Mavi: Mav179 ve Mv Magdelena Siyah: Kiiltlir formu ¢avdar ¢esitleri Yesil: Tritikale Mor:
Ekmeklik Bugday)
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Sekil 4.20 incelendiginde, analiz edilen genotiplerin tiir kdkenlerine ve genetik benzerlik
diizeylerine gore belirli kiimeler olusturdugu goriilmektedir. Kirmizi renkle gosterilen gecis formu
cavdar genotipleri, filogenetik agacin genis bir boliimiine dagilmis olup, bu durum dogal
populasyonlardan gelen genetik cesitliligin yiiksek oldugunu yansitmaktadir. Bu sonug, ¢avdarin
dogal populasyonlarinda yiiksek varyasyon gozlendigini bildiren galigmalarla uyumludur (Bolibok-
Bragoszewska et al., 2014; Schreiber et al., 2019).

Mavi renkle temsil edilen Mvi79 ve Mv Magdelena genotipleri, kiiltiir formu cavdar
cesitleriyle (siyah) yakin bir konumda yer alarak, translokasyon kokenli genetik benzerliklerin
varligini ortaya koymustur. Yesil renkle gosterilen tritikale genotipleri kendi iglerinde gruplanmus,
bu da tiir i¢i genetik yakinligin korundugunu géstermektedir. Dendrogramin sol iist kisminda yer alan
ekmeklik bugday genotipi ise tiim gruplardan belirgin bigimde ayrigmakta ve bagimsiz bir kiime
olusturmaktadir. Bu ayrisma, ekmeklik bugdayin 1RS koluna sahip olmamasi nedeniyle ¢avdar ve
tritikale materyalinden genetik olarak uzak konumlandigin1 géstermektedir. Bu genotip, Mv179’un
ebeveyn hattin1 temsil etmekle birlikte 1RS tasimadigi icin, genetik olarak cavdar ve tritikale
materyalinden uzak konumlanmustir.

Genel olarak NJ dendrogrami; dogal dagilim gdsteren gegis formundaki ¢avdar genotipleri,
kiiltiir ¢avdar1, 1BL.1RS translokasyon hatlar1 ve tritikale genotiplerinin birbirinden ayrildigini,
bundan dolay1 da InDel markdrlerinin farkli genetik gruplar ayirt etmede etkili oldugunu ortaya
koymaktadir.

Genetik uzakliklarin iki boyutlu diizlemde gorsellestirilmesi amaciyla Principal Coordinate
Analysis (PCoA) uygulanmigtir. Analiz sonucunda genotipler arasi varyasyonun ilk iki eksen
iizerinde toplandigi ve materyalin genel genetik yapisinin ayirt edilebilir kiimeler halinde dagildigi
goriilmiigtiir. Elde edilen dagilim grafigi Sekil 4.21.”de sunulmustur. Sekil 4.21 incelendiginde, dogal
yayilim gosteren gecis formu cavdar genotiplerinin (kirmizi) genis bir alana yayildigi ve materyal
icerisindeki en yiiksek varyasyonun bu grup tarafindan temsil edildigi goriilmektedir. Bu genotiplerin
hem yatay hem dikey eksen boyunca genis bir arali§a dagilmasi, dogal yayilim gosteren gecis formu

cavdar populasyonlarinda farkli allelik yapilarin bulundugunu agik bigimde ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.21. PCoA(Principal Coordinate Analysis) grafigi (Kirmizi: Gegis Formu Cavdar
Genotipleri Mavi: Mav179 ve Mv Magdelena Siyah: Cavdar cesitleri Yesil: Tritikale Mor:
Ekmeklik Bugday)

Kiiltlir cavdari genotiplerinin (siyah) yabani ¢avdara kiyasla daha dar bir bolgede toplandigi
ve varyasyon araligimin belirgin sekilde azaldigi tespit edilmistir. Bu kiimelenme, kiiltiir gavdarinin
daha sinirhi bir allelik yapiya sahip oldugunu géstermektedir.

Mv179 ve MvMagdalena hatlarinin, kiiltiir gavdar1 genotiplerinin bulundugu bolge ile st
iiste gelmedigi ve yabani ¢avdar kiimesinin kenarinda konumlandigi belirlenmistir. Bu konumlanma,
IRS kromozom kolunun varliginin genetik uzakligi giiclii bi¢imde etkiledigini ve translokasyonlu
hatlarin allelik profilini ¢avdar genetik havuzuna yaklastirdigini géstermektedir.

Tritikale genotiplerinin (yesil) grafik iizerinde diger tiim gruplardan ayrilarak sag tarafta
kompakt bir kiime olusturdugu goriilmektedir. Tritikale grubu toplam varyasyonun 6nemli bir
kismini ilk eksen tizerinde temsil ederek diger materyallerden net bigimde ayrilmistir.

Mor renkle gosterilen ekmeklik bugday genotipinin ise tiim gruplardan belirgin sekilde
uzaklastig1 ve grafigin iist orta boliimiinde tek basina konumlandig tespit edilmistir. Bu genotipin
Mv179’un atasmi temsil etmesine ragmen 1RS kromozom kolunu tagimamasi nedeniyle cavdar
temelli gruplardan ayrildigi anlagilmaktadir.

Yapilan filogenetik (Neighbor-Joining) ve Principal Coordinate Analysis (PCoA)
degerlendirmeleri sonucunda, analiz materyalinin kendi i¢inde gruplandigini gostermektedir. Bunlar
dogal yayillim gosteren c¢avdar(gegis formu) genotipleri, kiiltiir cavdari, tritikale, 1BL.1RS
translokasyon hatlart (Mv179 ve MvMagdalena) ve ekmeklik bugday olarak degerlendirilmistir.
Dogal yayilim gdsteren ¢cavdar genotipleri genis bir varyasyon aralii sergileyerek en yiiksek genetik
cesitliligi temsil etmis, kiiltir cavdar1 ise daha dar bir alanda kiimelenmistir. Mv179 ve
MvMagdalena hatlarinin kiiltiir cavdarindan ayrilarak yabani ¢avdar grubuna yakin bir konumda yer

aldig1 belirlenmistir. Bu durum 1RS kromozom kolunun genetik uzakligi belirgin dl¢iide etkiledigini
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ortaya koymustur. Tritikale genotipleri, diger tiim materyalden ayri, kompakt bir kiime olusturarak
melez genom yapisin yansitmistir. Ekmeklik bugday genotipi ise tiim gruplardan uzak bir konumda
yer almig ve 1RS kolunu tasimamasinin genetik olarak ayirt edici bir etki yarattigi dogrulanmistir.
Bu analizler, Elde edilen sonuglar, InDel markorlerinin genotipler arasindaki varyasyonu
etkili bi¢imde ayirt edebildigini ve 1RS kolunun genetik katkisini agik¢a ortaya koydugunu
gostermistir. Boylece s6z konusu markorlerin 1slah programlarinda genetik ¢esitliligin belirlenmesi,
materyalin siniflandirilmast ve 1BL.1RS translokasyonunun izlenmesi gibi amaclarla giivenle

kullanilabilecegi sonucuna varilmastir.

4.2.3. InDel Markérlerinin Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi
InDel markoérlerinin ayirt edicilik diizeylerini ve genetik varyasyonu yansitma kapasitelerini
belirlemek amaciyla, markoér performans parametreleri iMEC (Integrated Molecular Marker

Effectiveness Calculator) yazilimi (https://irscope.shinyapps.io/iMEC/) kullanilarak hesaplanmustir.

iMEC, farkli DNA markori tipleri igin heterozigotluk (H), polimorfizm bilgi igerigi (PIC), ayirt
edicilik giicii (D), etkilesim katsayist (E), markor indeksi (MI) ve ayirma kapasitesi (R) gibi
istatistiksel Ol¢iitleri standartlastirilmis sekilde hesaplayan bir platformdur. Bu analizler, ¢calismada
kullanilan InDel markoérlerinin genetik cesitliligi yansitma etkinliginin nesnel ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesini saglamaktadir. Bu analiz sonucunda eclde edilen sonuglar Cizelge 4.17°de

verilmistir.
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Cizelge 4.17. Primerlerin markor performans parametre bulgulari
Index H PIC E MI D R
T101 0.405 0.387 1.126 0.001 0.921 2.253
T102 0.290 0.427 0.705 0.001 0.969 0.800
T103 0.500 0.344 1.011 0.003 0.746 1.242
T104 0.494 0.347 1.105 0.003 0.696 1.137
T108 0.492 0.348 2.811 0.003 0.685 2.274
T110 0.492 0.348 0.874 0.002 0.810 0.674
T111 0.441 0.372 1.642 0.002 0.893 1.747
T113 0.485 0.351 2.074 0.002 0.829 1.958
T114 0.307 0.422 1.137 0.001 0.964 0.989
T116 0.457 0.365 0.705 0.002 0.877 1.053
T118 0.332 0.414 1.579 0.003 0.378 0.842
T119 0.489 0.350 1.274 0.002 0.821 0.674
T120 0.489 0.350 1.274 0.002 0.821 2.147
T125 0.378 0.398 1.263 0.001 0.937 2.526
T126 0.443 0.371 1.326 0.002 0.891 2.463
T127 0.428 0.377 1.242 0.001 0.904 0.863
T128 0.493 0.347 1.326 0.002 0.805 2.379
T129 0.484 0.352 1.179 0.003 0.654 1.642

Cizelge 4.17 incelendiginde, markoérler arasinda polimorfizm giicli agisindan belirgin
farkliliklar bulundugu goriilmektedir. Heterozigotluk (H) degerlerinin 0.290 ile 0.500 arasinda
degistigi belirlenmistir. T103, T104, T108, T110 ve T128 markdrlerinde diger markorlere gore daha
yiiksek heterozigotluk degerlerinin gézlenmis olmasi, bu markdrlerin ¢alisilan materyaldeki allelik
cesitliligi daha etkili bicimde yansittigin1 gostermektedir. Buna karsilik T102 ve T114 gibi
markdrlerde daha diisiik H degerleri saptanmis olup bu markdrlerin varyasyon yansitma kapasitesinin
sinirli olabilecegi anlagilmaktadir.

Polimorfizm Bilgi Igerigi (PIC) degerleri 0.344-0.427 arahiginda bulunmustur. T102 ve T114
markorlerinin yiiksek PIC degerlerine sahip olmasi, bu markorlerin genetik varyasyonun
belirlenmesinde daha iist diizey ayirt edicilik sundugunu gostermektedir. Tiim markorlerin PIC
degerlerinin orta diizey polimorfizme karsilik gelen 0.25-0.50 araliginda yer almasi, kullanilan InDel
markdrlerinin genel olarak giivenilir bir gesitlilik analizi kapasitesine sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Bolibok-Bragoszewska ve ark. (2014) tarafindan cavdar genetik cesitliliginin
degerlendirilmesine yonelik olarak yiiriitiilen ¢alismada, DArT markorlerine ait PIC degerlerinin
0,01 ile 0,50 araliginda oldugu ve ortalama PIC degerinin 0.34 olarak saptandigi rapor edilmistir.
Ayrica, PIC > 0.41 degerine sahip markdrlerin toplam markoérlerin %51.7’sini olusturdugu
belirtilmistir. Bu bulgular, ¢avdar genomunda yiiksek diizeyde allelik c¢esitlilik bulundugunu
gostermektedir. Balazova ve ark. (2016) tarafindan yiiriitilen bir calismada, c¢avdar SSR
markorlerinin tritikalede cesitliligi ayirt etme giicii degerlendirilmis ve alti polimorfik markdr

iizerinden toplam 22 allel tespit edilmistir. Allel sayisinin 2 ile 5 arasinda degistigi bildirilmis,
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ortalama allel sayisi 3,67 olarak hesaplanmistir. Calismada polimorfizm bilgi igerigi (PIC)
degerlerinin 0,282 (SCM43) ile 0,706 (SCM86) arasinda degistigi saptanmis, ortalama PIC degeri
ise 0.505 olarak rapor edilmistir. Bu sonuglar, cavdar SSR markérlerinin tritikalede genetik
farkliliklarin  belirlenmesinde yiiksek ayirt edicilik sundugunu gostermekte olup, markor
performansinin PIC degeri ile dogrudan iligkili oldugunu ortaya koymaktadir. Vyhnanek ve ark.
(2009) tarafindan tritikalede genetik cesitliligin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada, 48 SSR
markoril kullanilarak toplam 184 allel tespit edilmistir. Markdr basina ortalama allel sayisinin 3.83
oldugu bildirilmistir. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degerlerinin 0 ile 0.85 arasinda degistigi ve
ortalama PIC degerinin 0.48 olarak hesaplandigi belirtilmistir. Bu sonuglar, SSR markorlerinin
tritikalede yiiksek polimorfizm diizeyi ortaya koydugunu gostermektedir. Baldzova ve ark (2016)
tarafindan cavdar c¢esitlerinin molekiiler karakterizasyonuna yonelik olarak yiiriitiilen ¢alismada,
Orta Avrupa ve eski SSCB (SUN) menseli toplam 45 cavdar genotipi, altt SSR markérii kullanilarak
degerlendirilmistir. Calismada kullanilan alt1 spesifik SSR primeri toplam 58 polimorfik allel iiretmis
ve markdr basina ortalama allel sayis1 9,7 olarak bildirilmistir. Allel sayis1 6 (SCM2) ile 14 (SCM86)
arasinda degismistir. Cesitlilik indeksi (DI) degerlerinin 0.5478-0.887 araliginda oldugu, ortalama
DI degerinin 0.778 olarak hesaplandigi belirtilmistir. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degerleri
incelendiginde, en diisiik deger 0.484 (SCM2) ve en yliksek deger 0,885 (SCM86) olarak bildirilmis,
ortalama PIC degeri 0.760 olarak hesaplanmistir. UPGMA algoritmasina dayali olarak olusturulan
dendrogram, ¢avdar genotiplerini dort ana kiimede toplamis ve kiimelenmenin belirli 6l¢iide cografi
koken ile iliskili oldugu gozlenmistir. Calisma sonuglari, SSR markérlerinin ¢avdar gesitlerinin
genetik cesitliligini ortaya koymada yiiksek bilgilendiricilige sahip oldugunu gostermektedir.
Kuleung ve ark (2006), 80 tritikale genotipinde SSR markorleriyle ortalama gen gesitliligi degerini
0.54 olarak rapor etmislerdir.

Markdrler arasindaki ayirt edicilik giiciinii ifade eden D parametresinin 0.378 ile 0.969
arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.17). T102 ve T114 markorlerinde gozlenen yiiksek D
degerleri, bu markorlerin genotipleri birbirinden ayirma konusunda en yiiksek performansi
gosterdigini ortaya koymaktadir. Etkilesim katsayisi (E) degerlerinin ise 0.705-2.811 gibi genis bir
aralikta yer aldig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.18). T108, T113, T111 ve T118 markorlerinde yiiksek
etkilesim katsayilarinin kaydedilmis olmasi, bu markorlerin genotipler arasindaki varyasyonu daha
giiclii bicimde ayristirabildigini gostermektedir.

Ayirma kapasitesini ifade eden R parametresinin 0,674-2,526 arasinda degistigi goriilmiis
olup, T125, T126, T128 ve T108 markdrlerinin en yiiksek R degerlerine sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.18). Bu markorlerin 6zellikle genotipleri ayirmada giiclii ayirma kapasitesi sundugu tespit
edilmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, InDel markdrlerinin 6nemli bir boliimiiniin ¢alisilan
materyaldeki genetik ¢esitliligi belirlemede basarili oldugu saptanmugtir. T108, T113, T125, T126 ve

T128 markorleri yiiksek polimorfizm parametreleri ve ayirma giigleri ile 6ne ¢ikarken; T102 ve T114
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markorlerinin 6zellikle ayirt edicilik giicii agisindan daha baskin oldugu belirlenmistir. Elde edilen
bulgular, InDel markorlerinin hem genotipik ayrigmay1 degerlendirme hem de genetik cesitliligi

ortaya koyma acisindan etkili molekiiler araglar oldugunu gdstermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kriszta cavdar ¢esidi kokenli 1BL.1RS translokasyonuna sahip Mv179 ekmeklik bugday
hattinin 1RS kromozom kolununun DNA sekans verisi ve biyoinformatik ¢aligmalar sonucu elde

edilen sonuglar asagida maddeler halinde ifade edilmistir.

1. Flow-sorting ve FISHIS analizleri sonucunda 1BL.1RS kromozomu ytiksek saflikta (>
%80) ayristirllmistir. FastQC sonuclari, NovaSeq kisa okuma verisinin kalite, GC
icerigi ve okuma uzunlugu agisindan yiiksek standarda sahip oldugunu gostermistir.

2. Okumalarin 1B ve 1R kromozomlarina hizalanmasi, flow-sorting ile elde edilen
kromozomal 6zgiilliigiin biyoinformatik olarak dogrulandigini ortaya koymustur.

3. ABySS ile yapilan de novo montajda unitig—contig—scaffold kademeleri arasinda
yapisal biitiinliigiin arttig1, toplam scaffold uzunlugunun 1.20 Gb oldugu belirlenmistir.

4. Scaffold asamasinda en uzun dizisel birimin 75 517 bp oldugu tespit edilmistir.
BUSCO analizleri, I[llumina kisa okuma verileriyle iiretilen Mv179 1BL1RS montajinin
yeterli yapisal biitiinliik ve kapsayiciliga sahip oldugunu gostermistir.

6. RepeatExplorer2 ve RepeatModeler/RepeatMasker analizleri, IBLIRS kromozomal
segmentinin yiiksek oranda tekrarlayan diziler igerdigini gostermistir. Okumalarin
%741 kiimelere dahil olmus, baskin tekrar sinmifinin Class I LTR retrotranspozonlar
oldugu belirlenmistir. Ty3/Gypsy elemanlar1 Tyl/Copia’ya gore daha yogun olup
Gypsy ailesi icinde OTA, Tat, Athila, Tekay ve CRM alt aileleri; Copia i¢inde Angela
ve SIRE alt aileleri belirgin temsil gdstermistir. Montajin %85.9’unun tekrarlayan
dizilerden olustugu, LTR elementlerinin genomun ~%30’unu olusturdugu ve analizlerin
genel olarak birbiriyle tutarli oldugu belirlenmistir. Bu yapi, 1RS kokenli
heterokromatik segmentin korundugunu gostermektedir.

7. Mvl179 1BLIRS iizerinde ¢ok sayida aday NLR geni tanimlanmistir. NB-ARC domain
dizileri hizalanmis ve maksimum olabilirlik temelli filogenetik analiz yapilmistir. NLR
genlerinin tiir bazinda kiimelendigi, bu 6rnegin ¢cogunlukla cavdar gruplarinda yer aldig:
goriilmiigtiir. Baz1 NLR’lerin Lr21, Pm2, Sr21, Lr34, Yr36, Sr46, Lr22a, Pm21, Yrl10,
Sr35 ve Sr50 genleriyle yakin dallarda konumlandigi ve NB-ARC domaininin yiiksek
oranda korundugu tespit edilmistir.

8.  AUGUSTUS ile yapilan gen tahmininde 24 547 protein elde edilmis; bunlarin %75’ inin
T. aestivum 1B, %25’inin S. cereale 1R homologlariyla en yiiksek benzerligi gosterdigi
belirlenmistir.

9. eggNOG-mapper, GO, KEGG ve InterPro analizleri; proteinlerin genis bir fonksiyonel
gesitlilige sahip oldugunu gostermistir. COG siniflarinda “fonksiyonu bilinmeyen

proteinler” en biiyiik grubu olusturmus, metabolizma, sinyal iletimi, transkripsiyon ve
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stres yanit1 iligkili kategoriler yogun temsil edilmistir. GO analizinde metabolik siirecler
ve katalitik aktivite 6n planda olup KEGG yolaklar1 arasinda genel metabolik yollar ve
savunma mekanizmalar1 6ne ¢ikmustir. InterProScan, pentatrikopeptit tekrar, P-loop
NTP hidrolaz ve protein kinaz gibi domainlerin yiiksek oranlarda bulundugunu
gostermistir.

10. Toplam 314,8 milyon okumanin %74.4’ii ¢avdar Lo7 1R referansina hizalanmustir.
Ortalama kapsama derinligi 61.6x olup genel indel hata oran1 %6.5’tir. FreeBayes ve
SnpEff analizlerinde 186,8 milyon varyant islenmis, varyantlarin biiyiik boliimii MNP
formunda bulunmustur. Toplam 32 milyon SNP, 643 bin insersiyon ve 711 bin delesyon
tanimlanmis; Ts/Tv orant 1.63 olarak hesaplanmustir. Fonksiyonel etki siniflarinda
cogunlugun “modifier” kategorisinde oldugu, 647 bin missense ve 84 bin synonymous
varyant bulundugu belirlenmistir. Genomik dagilimda intergenik varyantlar baskindir.

11. Tim analizler birlikte degerlendirildiginde, 1BL1RS kromozomunun yiiksek oranda
tekrar iceren, heterokromatik bir yap1 sergiledigi; genis bir NLR gen repertuvari, giiclii
metabolik/ savunma fonksiyonlar1 ve yiiksek varyasyon yogunlugu barindirdig: ortaya
konmustur.

InDel primerlerin gelistirilmesi ve analizi sonucu elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

1. Mvl79 1BLIRS translokasyon bdlgesine 06zgii tasarlanan 30 InDel primerin
validasyonu sonucunda 5 primerin amplifikasyon iiretmedigi, 1 primerin ise
monomorfik oldugu belirlenmis ve bu primerler analizden ¢ikarilmistir. Geriye kalan
24 primer translokasyonun dogrulanmasi ve genetik cesitlilik analizlerinde giivenilir
bulunmustur. Bu set igindeki 18 polimorfik primer yabani ¢avdar varyasyonunu ayirt
etmede yliksek performans gostermis, 6 primer ise 1BLIRS segmentini tanimlamada
etkili markorler olarak degerlendirilmistir. Ayrica gen anotasyonuyla iligkili 7
primerden 5’inin hem polimorfik 6zellik gosterdigi hem de translokasyon tespitinde
calistig1 dogrulanmustir.

2. Gergeklestirilen Neighbor-Joining (NJ) ve Principal Coordinate Analysis (PCoA)
sonuclari, materyalin genetik yapisinin Yabani Cavdar, Kiiltiir Cavdari, Tritikale,
1BL1RS Translokasyon Hatlar1 ve Ekmeklik Bugday seklinde acik bigimde ayrisan alt
gruplara dagildigini gostermistir. Analizler, bu gruplar arasindaki genetik farklilasmanin
istatistiksel olarak belirgin oldugunu ortaya koymustur.

3. Mvl79 ve MvMagdalena translokasyon hatlarinin kiiltiir cavdarindan ayrilarak yabani
cavdar kiimesine yakin konumlanmasi, 1RS kromozom kolunun genetik profili yabani
cavdar havuzuna kaydirdigini gostermektedir. Bu bulgu, translokasyonun genetik

uzaklig1 belirleyen baslica etmenlerden biri oldugunu desteklemektedir.
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Bu calisma ile Mv179 hattina ait 1BL.1RS kromozomu, sekans birlestirme (de novo
assembly), tekrar analizi, homoloji karsilastirmalari, varyant ¢agirimi ve fonksiyonel anotasyon
asamalarini iceren biitlinciil ve ¢ok katmanli bir genomik yaklasimla ayrintili sekilde karakterize
edilmistir. Elde edilen bulgular, Mv179 1BL.1RS kromozomunun yiiksek oranda LTR
retrotranspozon igeren ve belirgin heterokromatik organizasyonunu biiyiik 6l¢iide koruyan bir yapiya
sahip oldugunu gostermistir. Ty3/Gypsy ve Tyl/Copia gibi LTR siiper ailelerinin bu yap1 iginde
baskin oldugu, ayrica hem bugday 1B hem de ¢avdar 1R kromozomlarindan tasinan gen acisindan
zengin oldugu belirlenmistir. Yiiksek allelik varyasyon yogunlugu ve polimorfizm diizeyi,
translokasyon bdlgesinin evrimsel olarak dinamik ve genetik acidan cesitliligi yliksek bir segment
oldugunu ortaya koymustur.

Fonksiyonel anotasyon sonuglari, 1BL.1RS kromozomunun metabolik siirecler, sinyal
iletimi, stres yanit1 ve savunma mekanizmalartyla iliskili gen bakimindan genis bir islevsel cesitlilik
barindirdigin1 gostermistir. NLR analizleri, Mv179 1BL.1RS bolgesine ait NLR genlerinin 6nemli
bir kisminin ¢avdar NLR repertuari ile ayni ya da ¢ok yakin filogenetik gruplarda yer aldigini ortaya
koymustur. Bazit NLR dizilerinin bilinen dayaniklilik genleri (Lr21, Pm2, Sr21, Lr34, Yr36, Sr46,
Lr22a, Pm21, Yrl0, Sr35, Sr50) ile yakin filogenetik konumlarda kiimelendigi belirlenmistir. Bu
sonug, I BL.1RS segmenti i¢inde hastalik dayanimiyla iligkili yeni allellerin ve aday gen bdlgelerinin
bulunabilecegini ve bu aragtirma kapsaminda tanimlanan varyant setinin gelecekte yapilacak
haritalama ve dogrulama c¢aligmalarina dogrudan katki saglayabilecek nitelikte oldugunu
gOstermistir.

Mv179 1RS boélgesine 6zgii gelistirilen InDel markdrlerinin, hem translokasyonun varliginin
dogrulanmasinda hem de cavdar, tritikale ve bugday materyalindeki genetik cesitliligin ortaya
konmasinda yiiksek ayirt edicilik gosterdigi belirlenmistir. Amplifikasyon veren 24 primerden
18’inin koleksiyon igerisindeki genetik cesitliligi ayirt etmeye elverisli polimorfik markérler oldugu,
6 primerin ise 1RS translokasyon bdlgesinin varligin1 dogrulamada giivenilir birer tanilayici markor
olarak kullanilabilecegi gostermistir. Neighbor-Joining ve PCoA analizleri, bu markoérlerin ¢avdar,
tritikale, 1BL.1RS translokasyon hatlar1 ve ekmeklik bugday materyalini genetik olarak net bicimde
ayrigtirabildigini ortaya koymustur.

Sonug olarak, bu ¢aligma ile kapsaml1 bir genomik veri seti ve 1slah programlarinda dogrudan
uygulanabilir bir InDel markdr paneli gelistirilmistir. Elde edilen verilerin, Mv179 kokenli 1RS
fragmentlerinin bugday gen havuzuna aktarilmasi yoluyla genetik ¢esitliligin genisletilmesi, biyotik
ve abiyotik strese tolerans, genetik haritalama c¢aligmalarnt ve yeni dayaniklilik genlerinin

tamimlanmasi gibi gelecekteki aragtirmalar i¢in 6nemli bir kaynak olusturdugu sonucuna varilmistir.
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