Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(spl): 107-109, 2019

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v7isp1.107-109.2753

Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology

Available online, ISSN: 2148-127X | www.agrifoodscience.com | Turkish Science and Technology

Some Software’s Used in DNA Sequencing Based Haplotype Analysis*

Emel Tiiten Sevim'?, Kemal Karabag'®"

!Department of Agricultural Biotechnology, Faculty of Agriculture, Akdeniz University, 07070 Antalya, Turkey

*Corresponding author

ARTICLE INFO

ABSTRACT

#This study was presented as an oral
presentation at the 4th International
Anatolian Agriculture, Food,
Environment and Biology Congress
(Afyonkarahisar, TARGID 2019)

Review Article

Received : 13/06/2019
Accepted : 20/11/2019

Keywords:

DNA sequencing
SNP

Haplotypes
Software
Phylogenetic

Determination of genetic resources and their diversity constitutes are the initial step of the breeding
programs. Before starting to the selection of the desired properties, many molecular methods are
used to determine the existing genetic potential and determine the genotypic values. Many molecular
methods (RAPD, RFLP, AFLP, SSR and DNA sequencing etc.) based on PCR technology are used
to identify populations, identify genes related to yield and resistance, and demonstrate phylogenetic
relationships. Many software’s for the analysis of molecular datasets obtained from molecular
methods have been developed and the field of bioinformatics was born. In this study, after DNA
sequence analysis; it is aimed to give information about haplotype analysis by determining SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism's) in individuals of populations, calculation of the genetic distance
among populations and within populations, and software and analysis used for phylogenetic tree
drawing.
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Genetik kaynaklarin ve gesitliligin belirlenmesi 1slah programlarmin ilk adimim teskil eder. Istenilen
ozelliklerin seleksiyonuna baglamadan dnce mevcut genetik potansiyelin belirlenmesini ve genotipik
degerlerin tespitini saglayan bircok molekiiler yontem kullanilmaktadir. PCR teknolojisine dayali
birgok molekiiler yontem (RAPD, RFLP, AFLP, SSR ve DNA dizi analizi vb.) kullanilarak
popiilasyonlarinin tanimlanmasi, verim ve direng ile ilgili genlerin belirlenmesi, filogenetik
iligkilerin ortaya konulmasi gibi konularda yogun c¢aligmalar siirdiiriilmektedir. Buna paralel olarak
molekiiler yontemlerden saglanan veri setlerinin analizleri igin bir¢ok yazilim gelistirilmis ve
biyoinformatik bilim alani dogmustur. Bu calismada, DNA dizi analizleri sayesinde SNP’lerin
(Single Nucleotide Polymorphism’s=Tek Niikleotid Polimorfizm) belirlenerek haplotip analizlerinin
yapilmasi, popiilasyonlar arasi ve popiilasyonlar i¢i genetik uzakliklarin hesaplanmasi ve filogenetik
iligkilerin belirlenmesi igin kullanilan bazi yazilimlar ve analizleri hakkinda bilgi verilmesi
amaglanmugtir.
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Giris

Hayvan biyoteknolojisinde filogenetik iligkilerin
belirlenmesi sirasinda popiilasyonlardaki bireylere ait ilgili
DNA Dbolgesindeki dizilerde gorillen tek niikleotid
polimorfizmlerden (SNP) yararlanilabilmektedir.
Polimorfizmlerin  belirlenmesinde  “FinchTV  1.4.0”,
“ChromasPro v2.1.2” gibi yazilimlar kullanilir. Sonrasinda
popiilasyonlar arasindaki iligkilerin belirlenmesi igin farkli
analizler yapilmaktadir. Bu analizler igin “DnaSP v5.10”
(Rozas ve ark., 2010) , “Arlequin v3.11” (Excoffier ve ark.,
2006), “Splitstree v4.14.6” (Huson ve Bryant, 2006),
“NETWORK v5.0.1.1” (Bandelt ve ark., 1999) yazilimlar1
kullanilabilmektedir. Yapilan bu ¢aliyma da filogenetik
iligkilerin belirlenmesi i¢in kullanilan bu yazilimlar
hakkinda bilgi verilmesi amaglanmustir.

DNA Niikleotid Dizi Analizleri

Ilgili DNA bolgesine spesifik primerler ile
gerceklestirilen  polimeraz  zincir reaksiyonu (PCR)
sonucunda yiikseltgenen triinler oncelikle reaksiyonun
basarisin1 kontrol etmek amaciyla jel elektroforezine tabi
tutulur. ~ Jel  elektroforezindke =~ DNA  fragment
biiyiikliiklerinin tespiti i¢gin DNA ladder (biiytiklik
markeri) kullanilir. Dogru boélgenin yiikseltgendigi
belirlendikten sonra DNA dizisini olusturan niikleotidlerin
sirast olusturulur. Genellikle Sanger dizilime yontemine
dayali “Applied Biosystems 3500XL Genetic Analyzer”
gibi cihazlar kullanilarak yapilan dizileme ile ¢alisilan gen
bolgesindeki niikleotid dizilimlerini gosteren pikler elde
edilir. Bu dizilere ait pik gorintiileri “FinchTV 1.4.0” veya
“ChromasPro v2.1.2” yazilminda okunarak analizin
basaris1  kontrol edilir. Burada, dizileme cihazindan
kaynaklanan hatali okunan bolgeler varsa dizeltilir.
Degerlendirilmeye alinacak ve alinamayacak dizileme
sonuglar1 tespit edilir. Kot DNA dizileri analizden
¢ikartilir. Degerlendirilebilir sonuglar veren dizilerin
galigilan gen bolgelerine ait olup olmadigi “BLAST
2.2.20” (Zhang ve ark., 2000) yazilimi ile kontrol edilir.
PCR c¢alismalarinda kullanilan 6zgiin primerlerin dogru
sonuglar verdiginin kesinlestirilmesinden sonra her bir gen
bolgesi i¢in tiim dizi bilgileri “MEGA 6” (Tamura ve ark.,
2013) ve benzeri yazilimlara yiiklenerek DNA dizi
hizalamasi (alignment) yapilir. Hizalama yapildiktan sonra
olugturulan dosya sonraki analizlerde kullanilabilir
formatta “.meg” uzantili olarak kaydedilir.

Haplotip Analizleri

Hizalamas1 yapilan “.meg” uzantili dosya formatindaki
dizilar “DnaSP v5.10” (Rozas ve ark., 2010) yazilimina
yiiklenerek SNP  bolgeleri  belirlenir ve haplotipler
olugturulur. Bu yazilimda yapilan analiz sonucunda 3 farkl
formatta dosya elde edilir. Bunlar sirasi ile; “.nex” (nexus
haplotip dosyas1), “.arp” (Arlequin dosyasi) ve “.rdf”
(roehl dosyasi) uzantili dosyalardir. Bunlardan Arlequin
dosyast bir popiilasyonda hangi haplotipte bireyler
goriildugii ve her bir haplotipte o popiilasyondan kag birey
oldugu bilgilerini igerir ve molekiiler varyans analizi
(AMOVA) i¢in gereklidir. Bu Arlequin dosyanin
diizenlenmesi i¢in her bir haplotipteki bireyleri gosteren
nexus haplotip dosyasi gereklidir. Roehl dosyasi ise;

haplotiplerde gorillen SNP bolgelerinin kaginci bazda
oldugunu gosterir ve haplotip dagilimi gorsellegtirmek
istenirse “NETWORK v5.0.1.1” yaziliminda median-
joining agaci ¢izmek icin gerekli formattadir. Ayrica bu
yazihm ile popiilasyonlarin haplotip ¢esitliligi  (h),
niikleotid ¢esitliligi (m) ile popiilasyonlar arasindaki
genetik uzaklik (yst, Gammast) hesaplanabilmektedir.

Genetik Varyasyon Parametrelerinin Hesaplanmasi

Genetik varyasyon parametrelerinin hesaplanmasinda
“Arlequin  v3.11”  yazilimi  kullanilmaktadir. Bu
yaziliminda “.arp” uzantili dosya kullanilarak istenilen
analizler yapilabilmektedir. Bu analizler sonucunda
molekiiler varyans analizi (AMOVA: Analysis of
Molecular Variance) yapilarak; popiilasyonlara ait gen akis
degerleri (Fs), popiilasyonlar arasi ve popiilasyonlar igi
genetik varyasyon ile popiilasyonlarin ikiserleri gen akis
degerleri (Pairweise Fst) matris tablosu elde edilir.
Bunlardan Pairweise Fst matris tablosu filogenetik agac
¢izimi i¢in gerekmektedir.

Filogenetik fliskilerin Belirlenmesi

Calisilan popiilasyonlara ait filogenetik iligkileri
belirlenmesinde “SplitsTree v4.14.6” yazilimi
kullanilmaktadir. Bu yazilim i¢in popiilasyon isimlerini ve
popiilasyonlara ait ikiserli gen akis degerleri matris

tablosunu  igeren  metin  belgesi  hazirlanmasi
gerekmektedir. Metin belgesi igerisinde Oncelikle
popiilasyonlar tanimlanmahidir.  Popiilasyon isimleri

sirastyla alt alta yazilmali ve numaralandirilmalidir.
Siralamanin AMOVA analizinde elde edilen matris tablosu
ile uyumlu olmasi gerekmektedir. Popiilasyon numaralari
koseli parantez igerisinde belirtilmelidir (Or: [1]).
Popiilasyon isimleri ise tek tirnak (‘) igerisinde
yazilmalidir (Or: ‘DEMRE’).

Popiilasyonlarin ikiserli gen akis degerleri matris
tablosu yazilirken popiilasyon isimleri tamimlanirken
oldugu gibi her bir degerin oniine ilgili popiilasyonun ismi
ve numarast yazilmaldir (Or: [1] ‘DEMRE’). Burada
dikkat edilmesi gereken nokta metin belgesinde
popiilasyonlar tanimlanirken isimleri nasil yazildi ise
matris tablosuna da o sekilde yazilmas: gerektigidir. Eger
iist kisimda popiilasyon ismi kiiglik harfle yazildi ise alt
kisimda da kiigik harfle yazilmali ve popiilasyon
siralamalart her iki kisimda da ayni olmalidir.

“SplitsTree  v4.14.6” yazilimma uygun olarak
hazirlanan metin belgesi kullanilarak popiilasyonlarin
filogenetik iliskilerini  ortaya koyan dendogram
cizilebilmektedir. Bu yazilimda farkli metodlarla

(UPGMA, Neighbour-Joining gibi) farkli yapida (rooted,
unrooted gibi) filogenetik agac¢ olusturulabilmektedir
(Sekil 1).

Ayrica haplotip dagilimin1 gdsteren Median-Joining
Tree ¢izilmek istenirse “NETWORK v5.0.1.1” yazilimi

kullanilmaktadir  (Sekil 2). Ozetle  hayvan
biyoteknolojisinde ~ SNP  haplotip  analizleri ile
popiilasyonlar ~ arasindaki  filogenetik iliskilerin

belirlenmesinde elde edilmek istenen bilgiye goére gesitli
yazilimlar kullanilmaktadir.
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Sekil 1 SplitsTree yaziliminda Neighbour-Joining
metoduna gore ¢izilen filogenetik agac (Unal, 2016)

Sekil 2 NETWORK yaziliminda ¢izilen Median-
Joining Tree (Péntek Zakar ve ark., 2015)

Sonug

Hayvan biyoteknolojisinde SNP’ler popiilasyonlar
arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesi i¢in sigir
(Goud ve ark., 2019), manda (Li ve ark., 2018), bal aris1
(Ozdil ve ilhan, 2009), tavuk (Godinez ve ark., 2019), keci
(do Prado Paim ve ark.,), koyun (Zhou ve ark., 2019) gibi
birgok tiirde yaygin olarak kullanilmaktadir. Calisilan
bolgeye spesifik primerler ile polimeraz zincir
reaksiyonlar1 gerceklestirilen triinlerden dizileme analizi
yapilarak ilgili bolgedeki tek niikleotid polimorfizmleri
belirlenebilmektedir. Bunlarin belirlenmesinde “FinchTV
1.4.0” yazilimi kullanilabilecegi gibi “ChromasPro v2.1.2”
yazilimi da kullanilabilmektedir.

Tek niikleotid  polimorfizmleri  ile  belirlenen
haplotiplerden yararlanilarak popiilasyonlara ait genetik
varyasyonlar ve popiilasyonlar arasi filogenetik iliskiler
belirlenebilmektedir. Bu amagla elde edilmek istenen
bilgiye gore kullanilabilecek birgok yazilim bulunmaktadir.
Omek olarak popiilasyonlara ait Fst matris tablosu
olusturulmasi i¢in “Arlequin v3.11” yazilimi kullanilirken,
haplotip ¢esitliligi gibi parametreler i¢cin “DNaSP v5.10”
yazilimi kullanilmaktadir. Bu yazilimlardan elde edilen

sonuglar gorsellestirilmek istenirse “SplitsTree v4.14.6”
yazilmi ile popiilasyonlar arasindaki iligkiyi gosteren
dendogram  olusturulabilmektedir. ~ Ayrica  haplotip
dagihimim gosteren Median-Joining Tree ¢izilmek istenirse
“NETWORK v5.0.1.1” yazilimi kullanilmaktadir. Ozetle
hayvan biyoteknolojisinde SNP haplotip analizleri ile
popiilasyonlar arasindaki filogenetik iligkilerin
belirlenmesinde elde edilmek istenen bilgiye gore gesitli
yazilimlar kullanilmaktadir.
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