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Bu calisma QTL analiz yontemleriyle yapilan tahminlerin gegerliligini arastirmak iizere
yapilmis bir simiilasyon calismasidir. Bilgisayarda R yazilim ile yapilan simiilasyon programi
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ABSTRACT

MSC THESIS

A SIMULATION STUDY ON THE VALIDITY OF QTL MAPPING
METHODS

SUMEYYE GUNDUZ

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING
SUPERVISOR:PROF. DR. ORHAN KAVUNCU

This study is a simulation study for detecting the validity of the QTL estimation methods.
Samples with different sizes are generated using a simulation program written in R. Various
scenarios are tried related to mapping the loci. At the end of the study, different results are
found for different scenarios. At each run of the R program results are changed randomly. At
the end of the study, as the loci are closer the estimations are approached to be unbiased. When
the sample size gets greater the efficiency of the estimates increases.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

. Bir caprazlamadan meydana gelen doldiir

: Geriye melez

- Geri melez dollerinin genotipleri

: Geri melez dollerinin frekanslari

: Geri melez dollerinin kiimiilatif frekanslar
: Santimorgan

. Kantitatif Karakter Lokuslar1

: Deoksiribo Niikleik Asit

: Maksimum olabilirlik

: Tek Niikleotid Polimorfizmi

: Basit Dizi Uzunlugu Polimorfizmi

: Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi
: Belirte¢ temelli seleksiyon

: Hasat Oncesi filizlenme

: Harita birimi



1. GIRIS

Niceliksel veya ¢ok faktorlii kalitim olarak da bilinen poligenik kalitim, Fisher (1918)
ve Wright (1922)’1n klasik yayinlarindan beri onemini korumakta ve gerek bitki, gerek
hayvan 1slah1 ¢alismalarinda katkist geliserek devam etmektedir. Kantitatif 6zellikler
her biri kiiciik etkilere sahip, ¢ok sayida gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bunun
anlami dollerde her bir genin etkisinin ayrilamamasi, bunun yerine kantitatif
Ozelliklerin normal bir dagilim gostermesidir. Diger yandan kantitatif 6zelliklerde
cevrenin etkileri de goriilmektedir (Eriksson vd., 2013). Bu bakimdan kantitatif
karakterle ilgili genetik ve ¢evreye iligskin parametrelerin tahmin edilmesi, tiire iliskin

uyum (adaptasyon) ve genetik yap1 hakkinda bilgi tiretilmesini saglayacaktir.

Kantitatif karakterler kesikli degildir, siireklilik gosterir ve ¢ok sayida genin eklemeli
etkileri tarafindan kontrol edilen karakterlerdir. Kantitatif karakterleri kodlayan
genlerin, kromozom {lizerinde bulundugu bolgelere ise kantitatif karakter lokuslari

(Ingilizce Quantitative Trait Loci, kisaltilmist QTL) ad1 verilmektedir.

QTL analizinin en bilinen uygulama alani 1slah ve 1slah 6ncesi ¢alismalar ile markorler
araciligiyla QTL seleksiyonudur. QTL analizinin temel amaci, QTL’in kromozomlar
lizerinde yerini belirlemektir. Bu amagla deneme seklinin, agilma gosteren
poplilasyonunun tipinin, genisliginin, DNA markoérlerinin bilgi saglama diizeyi ile
polimorfizm diizeyinin, baglant1 haritasinin kurulmasi ve QTL analizinin yapilmasi
icin gerekli istatistik yontemlerin hepsinin birlikte degerlendirilmesi gerekir. Basari,

bilginin saglandig1 QTL analizinin giivenilirligi ve dogruluguna dayanir (Asins, 2002).

Genom dizileme, gen ekspresyon analizleri veya gen transformasyonu gibi yerlesik
cesitli metodolojiler arasinda, 6zellikle genetik markor sistemleri, yeni biyoteknoloji
kesiflerini mevcut bitki yetistirme stratejilerine uyarlama imkani sunar. Genetik
belirteglerin yardimiyla, dzellikleri belirleyen sabit genler veya transgenler, iireme
hizim1 ve etkinligini artiran lreme tiirleriyle takip edilebilir. Genetik belirtecler,
germplazmin yapisindaki filogeniyi ortaya ¢ikarabilir ve ebeveyn germplazminin
karakterizasyonunu saglayabilir. Genetik belirtecler, QTL haritalama yaninda, heniiz

fonksiyonlart bilinmeyen genleri tanimlamak i¢in de kullanilabilirler. Gen



fonksiyonlarinin  karsilagtirilmasina  ve karsilagtirmali  haritalamaya dayanan
yontemlerle akraba oldugu disiiniilen tiirlerin genomlarinin belirlenmesinde ve

mukayesesinde de belirteclerden yararlanilmaktadir.

Islevsel belirteclerin QTL haritalamada yararli olabilmesi icin, iizerinde durulan
ozelligin fenotipini etkileyen genler arasinda polimorfik olanlarla baglanti halinde
olmasi lazimdir. A¢ilan popiilasyonlar veya 6zel germplazm panelleri olusturmak i¢in
QTL veya iligkili haritalama analizi yapilmalidir ve belirteg ile QTL allelleri

arasindaki baglanti fazlar1 atanabilmelidir.

Genetik kaynaklarin ¢esitliligini artiran ¢alismalar, 6zgiin genotiplerin belirlenmesini
saglar. Bu nedenle, bu caligmalar, geri melezleme yoluyla QTL haritalama gibi
tekniklerin temelini olusturur (Tanksley ve Nelson 1996). Belirteg-kantitatif 6zellik
iliskilerinden yararlanarak geri melezleme yoluyla QTL haritalama, QTL'lerin genetik
kaynaklardan gelismis iireme germplazmina aktarilabilmesi i¢in degerli bir yontemdir

(Buckler ve Thornsberry, 2002).

QTL haritalama ile arastirilan kantitatif 6zelligi etkileyen gen bolgeleri belirlenebilir
ya da bu 6zellik lizerindeki etkisi incelenebilir, QTL bolgelerinin arastirilan 6zellik
tizerindeki etkisi goriilebilir, kantitatif 6zellikteki varyasyon miktarinin ne kadarinin
belirlenen spesifik gen bolgesi tarafindan etkilendigini tespit edilebilir, Tespit edilen
QTL gen bolgelerinin hangi tip gen etkisi (eklemeli, dominant, epistatik) tarafindan
etkilendigi analiz edilebilir, arastirilan 6zelligin hangi alleller tarafindan etkilendigi

gibi daha pek ¢ok konuda bilgi sahibi olunabilir.(Kavuncu 2021)

QTL belirlemede kullanilan popiilasyonun biiytikliigiiniin fazla olmasi ¢alismanin
giivenilirligini artirir, ancak maliyet hesaplarindan dolay1r bdyle topluluklarin
olusturulmas1 6zellikle sigir gibi baz1 hayvan tiirleri i¢in ve et kalitesi gibi bazi

karakterler i¢in zordur.

Kanatlilarda ¢ok dol alma imkani, generasyon siiresinin kisalig1, yetistirme maliyet ve
isgliciiniin azlhig1 gibi nedenlerden dolay1r daha kolay olmasi QTL c¢alismalar

bakimindan literatiiriin kanatlilarda zengin olmasini saglamistir. Tribolium, fare gibi



hayvan tiirlerinde ve bugday, celtik, domates gibi bitkilerde belirte¢ lokuslara
dayanarak QTL belirleme ¢alismalar1 oldukga fazladir (Sahin ve Kavuncu 2019).

Ne var ki bu calismalarda elde edilen sonucglarin giivenilir olmasi gerekir. Bu
sonuclari ¢ikarildigi yontemlerin giivenilirliginin canli materyalle test edilmesi
mimkiindiir. Ancak maliyet, yukarida bahsedilen ve benzeri sinirlandirmalardan,
dezavantajlardan dolay1 yontemleri bilgisayarda simiilasyonla elde edilmis sanal

materyalle test etmek daha kolay ve hizli sonuglar verebilir.

Iste bu sebeple bu tez calismasinda iki belirte¢ lokusla bagli olan bir QTL lokusunu,
iki hattin melezlerinin yiiksek fenotipli hatla geri melezlenmesine dayanan haritalama
yonteminin, simiilasyonla tiretilmis sanal materyalde uygulamasi yapilarak, yontemin
gecerliligi sinanmistir. R yazilim ile hazirlanan bir simiilasyon programi ile ii¢
rekombinasyon parametresi ve li¢ 6rnek genisligi icin 3*3=9 senaryonun her biri i¢in
yontem 2000 defa denenmistir. Onceden yapilan kontrol ¢alismalarinda 50, 100, 500,
1000, 2000, 5000 ve 10 000 deneme yapilmis, 2000 denemenin parametrelerin isabetli
bir sekilde tahmini i¢in yeterli oldugu gériilmiistiir. iki parametre seti asagidaki gibi

belirlenmistir:

1. Rekombinasyon degerleri (a ve b marker lokuslar1 ile QTL lokusu arasindaki
uzakliklar: r1=0,08; r2=0,07; r1=0,11; r2=0,04, r1=0,12; r2=0,03. Goriildigi gibi
a ve b marker lokuslar1 arasindaki toplam uzakligin 15 HB oldugunu varsaydik.

2. Ornek genisliklerini ise n=30, n=50, n=100 olarak almmustir.



2. KAYNAK TARAMASI

Kantitatif bir 6zelligin varyasyonunu etkileyen genlerin genellikle kiiciik etkili oldugu
ve biitiin bir genoma yayilmis bulundugu, varyasyonda bu genler yaninda ¢evrenin de
etkili oldugu varsayilir. Bitkilerde bodur-sirik olus, hayvanlarda ciicelik gibi boyla
ilgili fenotipik siniflamalari miimkiin kilan biiyiik etkili genlerin varligindan da
bahsedilebilir. Dolayisiyla bir kism1 biiyiik etkili olabilen, bir¢ok lokusa dagilmis
genlerin ve ¢evre sartlarinin etkisi altinda ortaya ¢ikan bu varyasyonu analiz etmek,
monogenik O6zelliklerdeki kadar kolay degildir. Ciinkii bu o6zellikler bakimindan
fenotipik a¢ilma oranlarin1 genotiplere gore smiflandirmak miimkiin degildir. Bu
ozellikler icin kullanilan “poligenik™ tabiri yerinde bir ifadedir. Bazilar1 bu gibi
ozellikler i¢in “kantitatif” yerine “kompleks” sifatin1 da kullanmaktadir. (Kavuncu

2021)

Bunlar da, diger genler gibi transkripsiyon faktorlerini, hiicre ytlizeyindeki proteinleri,
metabolizma veya DNA replikasyon, transkripsiyon veya tamir enzimlerini
kodlayabilirler (Griffith vd., 2012). Bu genlerin bulundugu lokuslarin bir kism1 bityiik
etkili olabilir veya kiiciik etkili genlerin bulundugu baz1 lokuslar genom tiizerinde bir
yerde topluca blok halinde bulunabilir. Cevre etkisi de eklenince, hangi genotipin
hangi fenotipte oldugunu ayirt etmek imkansiz hale gelir. Bununla birlikte, nasil ki
Mendel genetiginin gelistirdigi yontemlerden farkli yontemlerle, bu allellere ve
genotiplere degerler vererek fenotip tlizerine etkilerini bir model olarak ifade
edebiliyorsak, bunlarin bulundugu lokuslarin genom iizerinde yerlerini haritalamak

icin de mevcutlardan gelistirilmis yeni yontemler kullanilabilir.

1990’lardan itibaren, molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanlarindaki gelismelere
paralel olarak, bu genlerin yerlerini, belirte¢ (marker) lokuslar1 kullanarak belirlemeye
yonelik yontemler de gelismeye baslamistir. Iste bu biiyiik etkili genlerin ve/veya
genom lizerinde pes pese dizilmis olabilen kiiciik etkili gen toplulugunun yerini, belirli
belirte¢ lokuslarla bagliligina gore belirlenebilecegi varsayimi, 1990’lardan itibaren

poligen yerine Kantitatif Ozellik Lokuslar1 (Quantitative Traits Loci, kisaltilmis1 QTL)



deyiminin kullanilmasina sebep olmustur. QTL deyimiyle, kiiciik etkili gen bloklar
ile birlikte biiytik etkili gen dizileri de ifade edilmektedir. (Sahin ve Kavuncu, 2019)

Molekiiler belirtec, belirli bir kromozomal lokus i¢in etiket olarak kullanilan ve
herhangi bir 6zellik bakimindan fenotipik varyasyonla ilgili olmayabilen farkl
allellere sahip bir DNA dizisidir (Griffith vd. 2012). Molekiiler belirtegler tek bir
niikleotid bakimindan farklilik (Single nucleotide polymorphism — SNP) gosterebilir
veya bazi kiigiik DNA pargaciklarinin tekrarlanmasindan ortaya ¢ikan farkl
uzunluklara (Simple Sequence Length Polymorphism - SSLP) sahip olabilir (Griffith
vd. 2012). Bir restriksiyon enziminin hedefindeki sitede yer alan SNP’ler (RFLP
Restriction Fragment Length Polymorphism olarak isimlendirilir) haritalamada
onemlidir (Lynch ve Walsh 1998).

Bitki ve hayvan 1slahinda kantitatif 6zellikleri belirleyen genlerle baglanti halinde olan
ve morfolojik veya biyokimyasal 6zellikleri determine eden genlerden yararlanarak
kantitatif 6zellikler bakimindan iistiin fenotipli bireyleri damizlik, anag olarak segmek
diislincesi 6teden beri vardir (Diizgilines ve Ekingen 1983; Kavuncu 2021). Sax isimli
arastirict daha 1923’te fasulyede dane biiyiikligii ile tohum kabugu renk
pigmentasyonu arasindaki iligkilerden yararlanmaya c¢aligti. Daha sonra Mather,
Sax’in metodunu 1941°de yayimnladigi makalesinde Drosophila’da da kullandi. Ancak
bu tip oOzelliklerle yapilacak ¢alismalarin tiirli c¢esitli zorluklar, molekiiler
tekniklerdeki gelismelere paralel olarak belirte¢ lokuslarla QTL’ler arasindaki
baglantidan yararlanarak asilmaya calisildi. 1961 yilinda da Thoday tek belirteg
lokuslar1 kullanarak poligenlerin yerini belirteclerle belirlemeye yonelik ilk ¢alismay1
yayinladi. Biitiin bu ¢alismalardan sonra Geldermann isimli bir arastirict QTL tabirini

ilk defa 1975 yilinda yaymladigi makalesinde kulland1 (Sahin ve Kavuncu 2019).

Bugdayda QTL haritalamada kullanilan gerek SNP, gerek SSLP ¢ok sayida belirteg

bulunmaktadir (S6nmezoglu ve ark. 2010).

Bu belirteglerle tlizerinde durulan QTL arasinda baglanti varsa QTL’lerin yerini
belirlemede bu baglantidan yararlanilir. Bitki ve hayvan i1slah1 galismalarinda, yeri

bilinen belirteglerle QTL arasinda baglanti olup olmadigina bakilir. Eger bir baglanti



varsa bundan yararlanarak belirte¢ temelli seleksiyon (MAS) stratejileri gelistirmeye
calisilir. Bugdayda yapilan ¢aligsmalarla ilgili bir derleme S6nmezoglu vd. (2010)
tarafindan yapilmistir. Ad1 gecen derleme makalesindeki bilgilere goére molekiiler
belirteclerin bugday bitkisindeki uygulama alanlar1 “genotip tanimlama, ¢esit tescili,
1slah hatlarinin tanimlanmasi, tohum saflik testleri, hibrit ¢esit saflik testleri, genetik
cesitliligin belirlenmesi, gen kaynaklarinin genetik kdkeninin arastirilmasi, tarimsal
performansin ve adaptasyon yeteneginin tahmini, basit karakterlerin kalitimi, kantitatif
karakterlerin (QTL) aktarimi ve gen piramitlerinin olusturulmas: seklinde
Ozetlenebilir” (Sonmezoglu vd. 2010). Gelisen belirteg teknolojisi sayesinde bugdayda
gluten saglamligi (Watson, 2008), nisasta Ozellikleri (waxy genleri) (Briney vd..,
1998), tane sertligi (puroindoline genleri) (Beecher vd., 2002), vernalizasyon (Yan vd.,
2003; 2004), yari ciicelik (Peng vd., 1999), yaprak pasina (Lr10 ve Lr2) (Feuillet vd.,
2003) ve kiillemeye (Huang vd., 2003a) dayaniklilik gibi agronomik agidan 6nemli

genlerin aktarimi miimkiin olmustur (S6nmezoglu vd. 2010).

Griffith vd. (2012), QTL haritalama tekniklerine bir misal olmak {izere domateste
kirmiz1 agir meyveli bir hatla sar1 kii¢iik meyveli bir hattin F1 melezlerini agir hatla
geri melezlemis, elde edilen bitkilerin agirliklarin1 ve SNP veya SSLP belirte¢ lokus
genotiplerini belirlemistir. Bu belirte¢ lokuslardan bes tanesinin ve meyve agirliginin
Olciildiigli geri melez bitkilerden elde edilen sonu¢ meyve agirligit bakimindan
varyasyona yol acan QTL ile bu belirte¢ lokuslardan biri arasinda siki baglanti
oldugudur.

Bugdayda gercekten bircok calisma vardir. Mesela Avustralya’da yapilan bir
calismada (Imtiaz vd. 2008), hasat ncesi filizlenme (PHS) bakimindan varyasyonu
kontrol eden QTL’lerin belirlenmesi ve karakterizasyonu i¢in yapilan c¢aligmada
bugdayin atalarindan biri olan ve PHS’ye dayanikli olan diploit bir Aegilops taushcii
hattiyla tetraploit bir Triticum turgidum hattinin melezlenmesinden elde edilen
sentetik bir hat olusturulmustur. Bu sentetik hattin kirmizi taneli A. Tauschi hattiyla
stirekli geri melezlemesinden elde edilen beyaz taneli materyale PHS ya dayaniklilik
genlerinin aktarilmasi saglanmistir. Bu arada molekiiler belirteg temelli seleksiyon

(MAS) icin aday olabilecek belirtecler belirlenmistir.



Pamukta yaprak solgunlugu (Verticillium wilt) hastaligi ile ilgili bir ¢alismada
(Bardak vd. 2021), belirteg temelli seleksiyon (MAS) i¢in kullanimi miimkiin olan ve
yaprak solgunlugu da dahil, birgok hastaliga dayaniklilik/hassaslik veya tolerans
bakimindan varyasyonla baglanti halinde olabilecek birgok SNP belirteg

belirlenmistir.

QTL haritalamas1 basit bir temele dayanir; Calisilan kantitatif 6zelliklerin ve baglanti
haritas1 yapilmis molekiiler belirteglerin farkli fenotiplerine sahip iki hat melezlenir.
Analiz i¢in, elde edilen F1’ler kendi aralarinda melezlenerek elde edilen F2’ler veya
hatlardan birisiyle veya her ikisiyle geri melezlenmesiyle elde edilen geri melezler
(BC1’er) kullanilir. Sonuglar, belirteg lokuslarin genotiplerine gore siniflanir ve
genotip siniflar1 arasinda nicel 6zellik ortalamasi bakimindan fark olup olmadigina

bakilir (Sahin ve Kavuncu 2019).

Iki belirte¢ lokusla QTL haritalama yontemi, bu tez calismasinda uygulanan metot

olmas1 dolayisiyla, metot boliimiinde ayrintili olarak anlatilmistir.



3. MATERYAL METOT

3.1  Materyal: Simiilasyonla Elde Edilen Ornekler

Bilgisayarda R yazilim programi kullanilarak, aralarinda uzaklik 15 HB kadar olan iki
marker lokus ve bunlar arasinda her iki marker lokusa uzaklig1 ve fenotip ortalamasi
belli bir QTL lokusu planlanmustir. Ikiser allelli marker lokuslar1 A ve B ile yeri

belirlenmeye yine iki allelli QTL lokusu ise H ile gosterilmistir.

Bu simiilasyon c¢alismasinda, QTL lokusunun yerini belirlemek i¢in yapilan
calismalarda kullanilan klasik bir yontem tasarlanmistir. Bu yontemde yiiksek
fenotipli, AHB/AHB genotipinde bir hat ile diisiik fenotipli, ahb/ahb genotipinde bir
hattin AHB/ahb genotipli F1 melezleri, yiliksek fenotipli hatla geriye melezlenir. QTL
lokusu i¢in, eklemeli bir model varsayilmis; biiyiik etkili H allelinin etkisi 15, kiigiik
etkili h allelinin etkisi ise 5 birim kabul edilmistir. Buna goére miimkiin olan {i¢
genotipin degerleri HH ic¢in 30, Hh i¢in 20 ve hh i¢in de 10 alinmistir. Geri
melezlemede elde edilen her bir genotip i¢in, ortalamasi sifir, standart sapmasi 2 olan
ve normal dagilan bir ¢evre degeri iretilerek, ilgili genotipin degerine eklenmis ve

bdylece her bireyin fenotipi bulunmustur.

AHB/ahb F1 bireyi ile AHB/AHB hattindan bireyin melezlenmesinde elde edilecek
geri melez bireylerinin genotipleri, standart uniform tesadiif sayilar1 yardimiyla
belirlenmistir. Buna gore meseld A ve H lokuslari arasinda rl, H ile B arasinda r2
kadar uzaklik varsa, geri melez bireylerinin genotiplerinin olus ihtimalleri Tablo:
3.1°deki gibi olacaktir. Buna gore rastgele iiretilen bir standart uniform tesadiif sayzsi,
(1-r1)*(1-r2)/2’ye esit veya daha kiiglikse genotip AHB/AHB olacaktir. Kiimiilatif
ihtimal degerleri yardimiyla iiretilen say1 hangi araliga diisliyorsa, geri melez doliiniin

genotipi, o araliga uygun genotipte olacaktir.



Tablo 3.1 AHB/ahb * AHB/AHB Melezlemesinden Elde Edilecek Geri Melez Déllerinin
Genotipleri (Gi), Frekanslari (Fi), Kiimiilatif Frekanslar1 (KFi), O Genotip I¢in Uretilen
Tesadiif Sayisinin Diigmesi Gereken Aralik ve Genotipik Degerleri

Genotip ) Kiimiilatif Fekans Genotipik
] Frekans (Fi) ) Uygun Aralik

(Gi) KFi) Deger
F1=(1-r1)*(1-

AHB/AHB KF1 X<KF1 30
r2)/2

AHb/AHB | F2=(1-r1)*r2/2 | KF2=KF1+F2 KF1<x<KF2 30

AhB/AHB | F3=r1*r2/2 KF3=KF2+F3 KF2<x<KF3 20

Ahb/AHB FA=r1*(1-r2)/2 | KF4=KF3+F4 KF3<x<KF4 20

aHB/AHB F5=r1*(1-r2)/2 | KF5=KF4+F5 KF4<x<KF5 30

aHb(AHB F6=r1*r2/2 KF6=KF5+F6 KF5<x<KF6 30

ahB/AHB F7=(1-r1)*r2/2 | KF7=KF6+F7 KF6<x<KF7 20
F8=(1-r1)?(1- KF7<x<KF8

ahb/AHB KF8=KF7+F8=1 20
r2)/2 (=1)

Simiilasyonu yapilan senaryolar i¢in {i¢ rekombinasyon parametresi ve ii¢ Ornek

genigligi ele alinmistir:

1. Rekombinasyon degerleri (a ve b marker lokuslar1 ile QTL lokusu arasindaki
uzakliklar: r1=0,08 (r2=0,07); r1=0,11 (r2=0,04), r1=0,12 (r2=0,03). Goriildiigi gibi

a ve b marker lokuslar1 arasindaki toplam uzakligin 15 HB oldugunu varsaydik.

2. Ornek genisliklerini ise n=30, n=50, n=100 olarak aldik.

Boylece 3*3=9 senaryonun her biri i¢in 2000 deneme yapilmistir. Program test etmek
tizere tek bir deneme i¢in program ve sonuglar1 Tablo 3.2°deki gibi yazdirilarak kontrol

edilmistir:



Tablo 3.2 Tek Bir Deneme I¢in Kontrol Programi ve Sonuglari ( r=0,08; r1=0,04; r2=0,08;
n=20)

> # F1'in verecegi gametler;, AHB/ahb=111/222

> #r=0,08; r1=0,04; r2=0,08; n=20

>r=0,12

>r1=0,08

> r2=0,04

> pl11=(1-r1)*(1-r2)/2

> pl12=pl111+(1-r1)*r2/2

> pl21=pll12+rl*r2/2

> pl22=p121+rl1*(1-r2)/2

> p211=p122+r1*(1-r2)/2

> p212=p211+rl*r2/2

> p221=p212+(1-r1)*r2/2

> p222=p221+(1-r1)*(1-r2)/2

> # a<=plll ise 111 (AHB); 0.plll<a<=pl12 ise 112 (AHb); pll2<a<=pl2l ise 121 (AhB);
pl2l<a<=pl122 ise 122 (Ahb)

> # pl22<a<=p211 ise 211 (aHB); p21l<a<=p212 ise 212 (aHb); p212<a<=p221 ise 221 (ahB);
p221<a<=1.0000 ise 222 (ahb)

> #

> #

>n=20

> g=array(rep(0),n)

> xc=array(rep(0),n)

> xg=array(rep(0),n)

> xf=array(rep(0),n)

> nden=1

> rlt=array(rep(0),nden)

> r2t=array(rep(0),nden)

>g

[1]00000000000000000000

> ABsay=0

> for (k in 1:nden){

+ a=runif(n,0,1)

+ for (i in 1:n){

+ ifelse ((a[i]<=p111),(g[i1=111),(9[i1=g[i])

+ ifelse ((a[il<=p111),(ABsay=ABsay+1),(ABsay=ABsay))
+ ifelse ((a[i]>pl1l&alil<=p112),(g[i]=112),(9[i1=0[i]))
+ ifelse ((a[i]>pll2&alil<=p121),(g[i]=121),(g[i1=0a[i]))
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Tablo 3.2’nin devami

+ ifelse ((@[i]>pl21&a[il<=p122),(g[i1=122),(9[i1=0[i]))

+ ifelse ((@[i]>pl22&a[il<=p211),(g[i]=211),(9[i1=0[i]))

+ ifelse ((a[i]>p211&ali]<=p212),(g[i1=212),(9[i1=0[i]))

+ ifelse ((a[i]>p212&a[il<=p221),(g[i]=221),(9[i1=9[i]))

+ ifelse ((a[i]>p221),(9[i1=222),(9[i1=9[i1))

+}

+ # kantitatif ozellik hesabi

+ for (i in 1:n){

+ ifelse ((9[11<=112),(xg[i]=30).(xg[i1=xg[i]))

+ ifelse ((g[i]>112&g[i]1<=122),(xg[i1=20),(xg[i]=xg[i]))

+ ifelse ((g[i]>122&g[i]1<=212),(xg[i]=30),(xg[i]=xg[i]))

+ ifelse ((9[11>212),(xg[i1=20).(xg[i1=xg[i1))

+ xc[i]=rnorm(1,0,2)

+ xf[i]=xg[i]+xc[i]

+ xc[i]=round(xc[i],digits=3)

+ xf[i]=round(xf[i],digits=3)

+1}

>

> cat(" gametler " format(g,width=6),"\n", "genotip degerleri" format(xg,width=6),"\n",

+ "cevre degerleri " format(xc,width=6),"\n","fenotip degerleri" format(xf,width=6))

gametler 222 111 112 111 222 111 222 111 222 222 111 222 222 111
211 222 111 222 222 211

genotip degerleri 20 30 30 30 20 30 20 30 20 20 30 20 20 30 30
20 30 20 20 30

gevre degerleri 0,753 2,757 3,665 1,759 2,762 1,510 -0,217 2,220 3,068 0,029 4,954 -1,619
3,800 -0,872 3,084 1,989 2,009 3,754 -1,135 2,930

fenotip degerleri 20.753 32.757 33.665 31.759 22.762 31.510 19.783 32.220 23.068 20.029 34.954
18.381 23.800 29.128 33.084 21.989 32.009 23.754 18.865 32.930>

>

3.2 Metot

QTL haritalamasi icin gelistirilmis ¢esitli yontemler vardir. Tek belirte¢ lokusla QTL
arasindaki baglantidan yararlanarak QTL’in yerini belirlemeye yonelik ¢aligmalar
gostermistir ki, QTL ile baska bir belirteg arasinda bulunabilecek baglanti, QTL’in
yeniden haritalanmasini gerektirmektedir. Bu yiizden iki, hatta daha fazla sayida

belirte¢ kullanilarak yapilacak haritalama, daha kesin sonucglar vermektedir. QTL’1
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olusturan gen veya genlerin allelik ve allelik olmayan etkilere sahip olmasi da QTL
haritalamada belirsizlige, hatali tahinlere yol agabilmektedir. iki hattin F1 ve F2
melezlerini ve F2 melezlerinin hatlarin biriyle veya her ikisiyle geri melezlenmesinden

elde edilen materyali analiz etmeye yonelik yontemler halen denenmektedir.

Bu caligsmada, iki belirte¢ lokusla, eklemeli etkiye sahip iki allelli bir QTL lokusunun
yeri belirlemeye yonelik bir yontemin simiilasyonu yapilmistir. QTL bakimindan biri
yiiksek, biri diisikk fenotipli iki hattin F1 melezi yiiksek fenotipli hatla geriye
melezlenerek elde edilen materyal kullanilarak QTL’in yeri belirlenmeye galigilmistir.
Iki hat, belirteg lokuslarda da farkli allellere sahip kabul edilmistir. Dolayistyla metot
baslig1 altinda, 6nce birinci alt baglikta iki belirte¢ lokusla yapilan QTL haritalama
yontemi, bu ¢alismada kullanilan haliyle anlatilmis, daha sonra da ikinci alt baslikta

yazilan simiilasyon programi verilmistir.

3.2.1  Iki Marker Lokus ile QTL Haritalama Yontemi

Tek marker lokusla, QTL’in eklemeli, dominant etkileri ve aradaki r degerinin ayirt
edilememesi, iki marker lokus kullanilarak halledilebilir. M ve N lokuslar1 marker
lokuslar olsun. QTL’i de yine H ile gosterelim. Rekombinasyon oranlar1t M ile N
lokuslari arasinda r, M ile H arasinda r1, N ile H arasinda r2 kadar olsun. iki saf hat
MI1HNI/MIHN1 ve M2hN2/M2hN2, genotipik degerleri de a ve -a olsun. F1
MI1HN1/M2hN2 genotipinde olacaktir, onun degeri de d olsun. F1, birinci ebeveyn

hatla geriye melezlensin.

Istatistik analiz sonucunda genotip ortalamalar1 arasindaki farklilik Snemli bulunursa,
QTL bu lokuslara bagli demektir. O zaman bir adim daha ileri gidilir: Eslenik
genotiplerin ortalamalar1 arasindaki fark a-d, ayrik genotiplerin ortalamalari arasindaki
fark ise (a-d) (r2-r1)/r kadardir. Ayriklar arasindaki farkin, eslenikler arasindaki farka
boliimii (r2-r1)/r degeridir. Bu deger pozitifse r2>rl, demeli QTL M lokusuna daha

yakin, negatifse N lokusuna daha yakin demektir.

Marker lokuslarin, cift rekombinasyon ihmal edilecek kadar yakin oldugunu,
dolayisiyla rl+rl=r oldugunu varsayarak BC1 geri melezlerin marker lokuslar i¢in

genotiplerini, bu genotiplerin frekanslarini, ortalamalarin1 da hesaplamak miimkiindiir.
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1. Misal: A ve B marker lokuslar1 bagli olup aralarinda 16 ¢cM uzaklik vardir. A
lokusunda mutant a bir alleli ve B lokusunda mutant bir b alleli bakimindan homozigot
bir hatla (ab/ab), her iki lokustan yabani alleller bakimindan homozigot bir hat
(AB/AB) melezlenmistir. F1’ler (AB/ab) yabani hatla geri melezlenmistir. Kantitatif
bir 6zellik bakimindan AB/AB yabani hattinin ortalamasi 30 birim, ab/ab mutan hattini
ortalamasi ise 12 birim hesaplanmistir. Fi’lerin ortalamasi 24 birim bulunmustur.
F1’ler yabani hatla geriye melezlenmistir. Elde edilen ddllerin miimkiin olan marker
lokus genotipleri ve bunlarin QTL ortalamalar1 asagidaki gibi bulunduguna goére QTL

ile marker lokuslar arasinda baglanti1 varsa uzakliklar1 hesaplayiniz.

BC1 Genotipleri QTL Ortalamalar1
AB/AB 0,42 29
Ab/AB 0,08 24
aB/AB 0,08 22
ab/AB 0,42 19

Coztim: Cift crossing over olmadigini, yani r1+r2=r oldugunu varsayarak

a-d=29-19=10
(a-d)(r2-r1)/r=24-22=2
(a-d) (r2-r1)/r=10 ((r2-r1)/16=2
(r2-r1)=16*2/10=3.2
r2=3,2+rl
r2+r1=16 rl =16-r2

16-r1=3,2+rl1
2r1==16-3,2=12.8

r1=6,4 ver2=16-6,4=3,2+6,4=9,6

Sonug olarak QTL ile A lokusu arasinda 6,4 ¢cM, B lokusu arasinda 9,6 ¢cM uzaklik

oldugunu varsayabiliriz.
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3.2.2  Simiilasyon Program

Simiilasyon Programi, baslangicta parametreleri tanimlayarak, bu calismada ele
alinmayan senaryolar i¢in de uygulanacak sekilde hazirlanmistir. Programda, 6nce
senaryolarin her biri i¢in 50, 100, 500, 1000, 2000, 5000 ve 10,000 6rnek tiretilmis;
2000 denemenin parametrelerin isabetli bir sekilde tahmini igin yeterli oldugu
goriilmiistiir. Uretilen 2000 adet ornekte hesaplanan uzakliklarin ortalamasi ve
standart sapmasi1 hesaplanmis ve sonucglar degerlendirilmistir. Yazilan program,

r1=0,04,; r2=0,08 ve n=30 parametreleriyle Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3 Simiilasyon Kontrol Programi ( r1=0,04; r2=0,08 ve n=30)
> # F1'in verecegi gametler; AHB/ahb=111/222
> #r=0,12; r1=0,04, r2=0,08; n=30
>r=0,15
> r1=0,08
> r2=0,07
> pl1l1=(1-r1)*(1-r2)/2
> pl12=pl111+(1-r1)*r2/2
> pl21=pl12+rl*r2/2
> pl22=p121+rl1*(1-r2)/2
> p211=pl122+r1*(1-r2)/2
> p212=p211+rl*r2/2
> p221=p212+(1-rl)*r2/2
> p222=p221+(1-r1)*(1-r2)/2
> #a<=plllise 111 (AHB); 0.plll<a<=pll2 ise 112 (AHb); pl12<a<=pl21 ise 121 (AhB);
pl2l<a<=pl122 ise 122 (Ahb)
> # pl22<a<=p211 ise 211 (aHB); p21ll<a<=p212 ise 212 (aHb); p212<a<=p221 ise 221
(ahB); p221<a<=1.0000 ise 222 (ahb)
>#
> #
>n=30
> g=array(rep(0),n)

> xc=array(rep(0),n)

> xg=array(rep(0),n)

> xf=array(rep(0),n)

> nden=2000

> rlt=array(rep(0),nden)
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Tablo 3.3’{in devami

> r2t=array(rep(0),nden)

> ABsay=0

> for (k in 1:nden){

+ a=runif(n,0,1)

+ for (i in 1:n){

+ ifelse ((a[i]<=p111),(9[i1=111).(9[11=9[i]))

+ ifelse ((a[i]<=p111),(ABsay=ABsay+1),(ABsay=ABsay))
+ ifelse ((a[i]>plll&alil<=p112),(g[i1=112),(9[i]=9[i]))
+ ifelse ((a[i]>pli2&alil<=p121),(g[i]=121),(9[i]=9[i]))
+ ifelse ((a[i]>pl21&alil<=p122),(g[i1=122),(9[i]=g[i]))
+ ifelse ((a[i]>pl22&ali]<=p211),(9[i]=211),(g[i]=0[i]))
+ ifelse ((a[i]>p211&ali]<=p212),(9[i1=212),(g[i]=0[i]))
+ ifelse ((a[i]>p212&ali]<=p221),(g[i]=221),(a[i1=0a[i]))
+ ifelse ((a[i]>p221),(9[11=222),(9[i1=9li]))

+}

+ # kantitatif ozellik hesabi

+ for (i in 1:n){

+ ifelse ((9[11<=112),(xg[i]=30),(xg[i1=xg[i]))

+ ifelse ((g[i]>112&g[i]<=122),(xg[i]=20),(xg[i]=xg[i]))
+ ifelse ((g[i]>122&4[i]<=212),(xg[i]=30),(xg[i]=xg[i]))
+ ifelse ((9[i]1>212),(xg[i1=20).(xg[i]=xg[i]))

+ xc[i]=rnorm(1,0,2)

+ xf[i]=xg[i]+xc[i]

+}

+ xf11=0

+ xf12=0

+ xf21=0

+ xf22=0

+ xsay11=0

+ xsay12=0

+ xsay21=0

+ xsay22=0

+ xtop=0

+ xtop2=0

+ for (i in 1:n){

+ ifelse ((9[i]1<112|(g[i]>112&g[i]<=121)),(xf11=xf11+xf[i]),(xf11=xf11))
+ ifelse ((9[i]1<112|(g[i]>112&g[i]<=121)),(xsayll=xsayll+1),(xsayll=xsayll))
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Tablo 3.3’{in devami

+ ifelse ((g[i1>111&4[i]1<=112|(9[i]>121&g[i]<=122)),(xf12=xf12+xf[i]),(xf12=xf12))
+ ifelse ((g[i]>111&g[i]1<=112|(g[i]>121&g[i]<=122)),(xsayl2=xsayl2+1),(xsayl2=xsay12))
+ ifelse ((g[i]>122&4[i]1<=211|(g[i]>211&g[i]<=221)),(xf21=xf21+xf[i]),(xf21=xf21))
+ ifelse ((g[i]>122&g[i]<=211]|(9[i]>211&g[i]<=221)),(xsay21=xsay21+1),(xsay21=xsay21))
+ ifelse ((9[i]1>211&g[i]1<=212|(9[i]>221&g[i]<=222)),(xf22=xf22+xf[i]),(xf22=xf22))
+ ifelse ((g[i]>211&g[i]<=212|(g[i]>221&g[i]<=222)),(xsay22=xsay22+1),(xsay22=xsay22))
+ xtop=xtop+xf[i]
+}
+ ifelse (xsayl2<=0,(xsay12=1),(xsayl2=xsay12))
+ ifelse (xsay21<=0,(xsay21=1),(xsay21=xsay21))
+ n2=xsayll+xsayl2+xsay21+xsay22
+ xtop2=xf11+xf12+xf21+xf22
+ xortl1=xf11l/xsay11l
+ xort12=xf12/xsay12
+ xort21=xf21/xsay21
+ xort22=xf22/xsay22
+ fark1122=xort11-xort22
+ fark1221=xort12-xort21
+ r1t[k]=(r*100-(r*100*fark1221/fark1122))/2
+ r2t[k]=r*100-r1t[K]
+}
> ssprl=sqrt(var(rit))
> varr2=var(r2t)
> rlt=round(rlt)
> r2t=round(r2t)
> ortrl=round(mean(rilt))
> ortr2=round(mean(r2t))
> cat (nden, "denemenin a-qt! lokus uzakiigi icin ortalama ve st sapmasi”, format(ortr1,width=10),
+ format(ssprl,width=10), "\n", nden, "denemenin b-g#/ lokuslarinin uzaklig i¢in ortalama ve
varyans",
+ format(ortr2,width=10),format(varr2,width=10),"\n")
2000denemenin a-gtl lokus uzakligi icin ortalama ve st sapmasi 9 9.300654
2000 denemenin b-qt/ lokuslarimin uzaklig i¢in ortalama ve varyans 6 86.50217
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4. BULGULAR

Simiilasyonla iiretilen 6rneklerden hesaplanan mesafe tahminlerinin 2000 denemeden
elde edilen ortalamalari, Tablo 4.1°de, bu tahminlerin standart sapmalar1 da Tablo
4.2°de verilmistir. Iki uzaklik arasinda r1+r2=r gibi bir iliski oldugu i¢in r1 ile r2’nin
varyansi ayni olmasi gerekir. Yapilan tahminlerde de bu goriilmiistiir; r1 tahminlerinin

varyansti ile r2 tahminlerinin varyansi esittir.

QTL, bizim bu ¢alismamizda oldugu gibi iki marker lokus arasinda oldugu zaman
tahmin edilen uzakliklar, Tablo 4.1°de goriildiigii gibi, gergege oldukg¢a yakindir.
Tahminlerin ortalamasi, 6rnek genisliklerinin ve hb uzakliklarin tamaminda bastan
ongoriilen parametre degerine esit gikmistir. Oysa 2000 denemeden daha az sayida
yapilan denemelerde n=30 oldugu zaman ortalamadan ger¢ek parametre degerinde
farkli ¢ikmakta; yani tahmin sapmasiz olmamaktadir. Meseld 20 deneme sonunda
r1=0,08 ve r2=0,07 parametre degerleriyle n=30 biyikliigiinde oOrneklerden
hesaplanan uzakliklarin ortalamalar1 r1=0,09, r2=0,06, bu tahminlerin standart
sapmasi da 8,666 bulunmustur. Deneme sayis1 50 oldugunda hesaplanan uzakliklarin
ortalamasi bastaki parametre degerine esit ¢itkmistir. Ancak standart sapma yine 8,532
gibi bir deger ¢ikmistir. Denemeden denemeye farkliliklarin bu kadar biiytlik olmasi
ornek genisligini biiyiik tutmamiz gerektigini gdstermektedir. Deneme sayis1 yine 50
icin n=50 Ornek genisliginde standart sapma 6’ya diismiistiir. Optimum 6rnek

genisligini bu durumda 100 olarak almak gerektigi anlagilmaktadir.

Belirtecler arast uzaklik arttig1 zaman tahminlerin sapmasi ve etkinligi azalmaktadir.
Mesela r1=0,20; r2=0,10 (iki belirte¢ arasindaki uzaklik 30 hb) oldugu zaman n=50
i¢in 50 denemenin sonuglar1 r1=0,21 ve r2=0,09 ¢ikmis, standart sapma da 4 civarinda

bulunmustur.

Tablo: 4.2 incelendigi zaman goriilecegi gibi, tahminlerin varyansi n biiyiidiikce

azalmaktadir. n=50 ile n=100 arasinda da oldukg¢a ciddi fark vardir.

17



Tablo 4.1 Simiilasyonla Elde Edilen Orneklere Iliskin 2000 Denemenin Mesafe
Tahminlerinin (r1 ve r2) Ortalamalar1

QTL ile ilk Belirteg (r1) ve Ikinci Belirteg (r2) Arasindaki mesafe

Ornek Genisligi (n) | (Harita Birimi)

r1=0,08 (r2=0,07) r1=0,11 (r2=0,04) r1=0,12 (r2=0,03)
30 0,11 ve 0,04 0,12 ve 0,03
50 0,08 ve 0,07 0,11 ve 0,04 0,12 ve 0,03
100 0,08 ve 0,07 0,11 ve 0,04 0,12 ve 0,03

Tablo 4.2 Simiilasyonla Elde Edilen Orneklere iliskin 2000 Denemenin Mesafe

Tahminlerinin (rl ve r2) Standart Sapmalar1

QTL ile Ilk Belirteg (r1) ve ikinci Belirteg (r2) Arasindaki mesafe

Ornek Genisligi (n) (Harita Birimi)
r1=0,08 (r2=0,07) r1=0,11 (r2=0,04) r1=0,12 (r2=0,03)
30 9,377 9,368
50 5,258 5,306 4,685
100 2,400 2,247 1,981
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, halen kullanilan tahmin yontemleri, lokuslar yakin oldugu zaman 1yi
sonuclar vermektedir. Lokuslar arasindaki mesafe arttikca tahminlerin ortalamasi
parametre degerinden daha farkli ¢ikmakta, yani tahminin sapmasi artmaktadir. Bir
de deneme yapilirken veri elde edilecek Orneklerin biiyiikk olmasi gerektigi
anlasilmaktadir. Gergekten Ornek genisligi artikga tahminin standart sapmasi

kiiciilmekte, istatistik ifadesiyle etkinligi artmaktadir.

Bu ¢aligmanin belirli bir siirede bitme zorunlugu yiiziinden ele alamadigimiz ama
calisilmasi gereken bir konu, QTL iki belirte¢ lokus disinda oldugu zaman tahminlerin
sapmasinin ve etkinliginin nasil olacagidir. iki belirte¢ lokusla tahminin sapmasi ve
etkinligini arastiracak, iki lokus isabetli tahminlere el vermiyorsa o zaman iicilincii
belki dordiincii bir belirte¢ lokusu da devreye sokmak gerekip gerekmedigini

arastiracak caligsmalar yapmak lazimdir.
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