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The article deal with information on assessment of genetic diversity in wheat genotypes of
different origins using genotyping by sequencing (GBS). Genotyping by sequencing (GBS), an
efficient molecular tool for analyzing the genetic diversity of wheat, has widespread use because of
the advancement of Next Generation Sequencer technology. In the present study, 924 bread wheat
genotypes with various origin were characterized using GBS. It includes samples from 4 main
centers of winter wheat and 17 countries (AZB, TUR, US4, KAZ, KRZ, RUS, etc.). Principal
component analysis (PCA) was used to visualize the inter-genotype relationship. To evaluate
genetic diversity and population structure, a total of 55520 high-quality single nucleotide
polymorphism (SNP) markers were used. The GBS analysis outcomes were examined using
RefSeqv1.0 and RefSeqv2.0 references. Most SNP markers (27,030-48%) have been discovered in
the B genome, followed by the A genome (20,755-38%), while the D genome (8,175-14%) had the
fewest. The resuits of the cluster and principal component analyses were similar, and there was
congruence between the genotypes' centers of origin. The process of using and sharing germplasm
samples worldwide is a strategic way to expand the genetic basis of wheat breeding. In the current
study, SNP genotyping was also used to study the utility of SNP markers in the genomic study of
selected wheat genotypes. Thus, samples with high genetic diversity, high productivity potential,
resistant to biotic and abiotic stress, well adapted to various environmental conditions, high
quality, etc. can be used in future breeding programs to create wheat varieties with desirable
characteristics.

Agar sdzlor: tok nukleotid polimorfizmi, yumsaq bugda, sekvens asasl genotiplaydirma,
referens genom, populyasiya strukturu
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GIRIS :
Bugda diinya migyasinda an genig becarilan arzaq bitkilarindon biridir va galocak talobatt
damak Gigiin istehsaliun artirilmast vacib masalalardandir [Edae et al,, 2015; Alipour' e.t al., .2019]~
Bugidanin mahsuldarhigi hom mahsuldarigin idars olunmast metodlarinin takmillasdmlnllasu hafn
da sortlarin genetik yaxgilagdinilmas: yolu ilo artinla bilar [Sener et al, 2009]. Belo ki, genetik
milxtaliflik genetik inkisafin asasim tagkil edir [Nielsen et al., 2014; Govindaraj et al., 2015]).
Fermerlar tarafindan toplanan va becarilan, yerli saraito adaptasiya olmus, saciyyavi xiisusiyyatlora
malik xalq seleksiya sortlari biotik va abiotik stres amillors daha tolerantli olmagqla, az galirli kand
tassarriifau sahalorinds stabil mohsuldarhg: tamin eda bilirlor [Zeven, 1998; Skovmand et al.,
2002]. Qevd etmok lazimdir ki, madsnilogdirms (domestikasiya) vo seleksiya proseslori zamant
apanlan siini segma mohsuldarlig: idara edon alverisli allellerin tezliyini artirsa da, biotik va abiotik
stresa davamlihg kimi bazi arzu olunan allellari populyasiyalardan ¢ixdag etmisdir. Bu sababdon da,
hazirda seleksiva programlarinda yumsaq bugdamin genetik miixtolifliyi azalmaqdadir [Sofalian et
al.. 2008].

Son onilliklarda bitki genetik tadgiqatlarinda vo molekulyar seleksiyada yeni név markerlor
hazirlanaraq, onlardan populyasiya strukturunun vs riiseymplazma kolleksiyalarinin tadgiginds
genis istifads edilir [Huang et al., 2002; Dreisigacker et al., 2005; Hao et al., 2006, 2008; Cavanagh
et al., 2013]. Yeni Nasil Sekvenser (NGS) texnologiyasi vasitasils biitév genomun sekvenslanmasi
va ya re-sekvenslanmasi todgiqatlar: (tokrar sekvenslamo) hayata kegirilir, bu da goxlu sayda tak
nukleotid polimorfizmlarinin (TNP) miloyyen edilmasi iglin bir negs néviin genomunun
sekvenslonmasina. hamginin névdaxili miixtalifliyin agkar edilmasina, haplotip xaritslarinin
qurulmasina va genis genom assosasiya tadqiqatlarinin yerins yetirilmasins imkan verir.

Tak nukleotid polimorfizmlari bitki genomunda an ¢ox rast galinon ardicilliq névii olub,
onlar genetik variasiya, populyasiya strukturu, marker-ssash assosiasiya, QTL xaritsloma va biitsv
genomu shata etmak tigiin goxlu sayda marker talsb edan bitki seleksiyasi tadgiqatlarina uygundur
[Kumar et al.. 2012]. Bitki seleksiyas: va genomikasinda YNS-nin imkanlarindan istifads edsrak
yeni metodlar islonib hazirlanmigdir. Umidverici metodlardan biri sekvens ssasht genotiplagdirmadir
(GBS). bels ki, bu metod genom milrakkabliyinin restriksiya enzimlari asasinda azaldilmasi ilo
DNT barkodlu adaptorlardan istifads edir vo niimunalorin YNS-do oxunmas figiin multipleks
kitabxanasim yaradir. Belaliklo, GBS bugda kimi béytik v mitrakkab genoma malik bitki névlorini
tadqiq etmays imkan verir va har bir niimuns iigiin maliyysnin agag1 olmas: onu seleksiyagilar tigiin
ol¢atan edir. Genom miirskkabliyinin restriksiya enzimlari (RE) ila Oyranilmasi asan, tez, son
daraca spesifik va gox mahsuldar metod olub, hamginin genomun spesifik hissalerini shats eds bilir,
Miivafig RE-lorinin se¢ilmasila, genomun tokrarlanan saholorinin qargisi alina biler v az niisxali
bolgalar isa iki-ig qat daha ytikssk somrolilik ilo hadaflona bilar ki, bu da yiksak genetik
miixtalifliys malik névlarda gatin siralanma (alignment) problemlarini asanlagdira bilor.

Cari tadqiqatin baglica magsadi, sekvens asash genotiplagdirms vasitssils alda olunmug
TNP-lordon istifada edarak, genotiplor arasinda populyasiya strukturunun xarakterizo edilmosi,
genetik alaganin miiayyan edilmosi, homginin regionlar va 8lkloraras: populyasiya strukturunun
milqayisa edilmosidir.
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MATERIAL VO METODLAR

Tedqigat materiali olarag 924 miixtolif mongali payizhq bugda genotipinden istifada
edilmigdir. Buraya payizliq bugdamin 4 ssas morkazindan va 17 6lkadan olan niimunolor (AZB,
TUR, USA, KAZ, KRZ, RUS vs b.) daxildir,

Hoar bir niimuns 10 don olmagla istixana goraitinds okilmig, 1 hofts sonra (tok yarpaq
morhalasinda) 96 yuvalt va igarisindo magnit kiirociklor olan PZR qablanina toplanaraq -80°C-do
saxlamlmigdir. Qeyd etmaok lazimdir ki, kitabxana hazirlanarkan va sekvenslama zamans niimuna-
lorin qangmamas figlin har bir qrupda tasadtifi bosluglar buraxilmigdir. DNT ekstraksiyasindan
avval her bir nimuns 3-5 gin middatinds “Lyophilizer” cihazinda tam qurudulmug va “Bead
Beater” vasitesilo toz halina salinmigdir. Ytiksok keyfiyyatli DNT-nin alnmas: tigiin ekstraksiya
protokol Uzr “MagMAX™" kitindon istifads edarsk, “Kingfisher magnetic bead robot” adh
cihazda yerins yetirilmigdir. Alinmig DNT-nin keyfiyystinin yoxlanmasi (Lambda (A) DNT), talab
olunan qatiliq iizrs normallagdiriimas: (20ng/ul) prosesi PicoGreen metodikas: asasinda, “Biotek
synergy ht plate reader” va "The Precision XS" cihazlan vasitasilo hoyata kegirilmisdir. GBS
kitabxanast Poland va b. (2011) miloyysn etdiyi va Victoria Anderson tarafinden modifikasiya
olunmug PstI-Mspl protokolu asasinda hazirlanmigdir. Genom DNT-si PstI va Mspl restriktazalan
ilo kesilmig, T4 liqaza (NEB buffer4) vasitasils hor bir DNT niimunasina barkodlasmis adapterlar
birlogdirilmigdir. Liqasiya olunmus niimunalor tok bir tyubda multiplekslogdirilmisdir (384-pleks,
bir kitabxana). GBS kitabxanas1 hazirlandiqdan, tamizlsndikdan va keyfiyyati milayyan edildikdan
sonra, sekvenslonms Kanzas Universitetinds /llumina sirkotinin HiSeq2500 sekvens platformasinda
hoyata kegirilmigdir.

Sekvenserdan alds olunmus GBS naticolori asasinda TNP ¢aging1 Tassel 3.0 standalone
program versiyasinda yerino yetirilmis, FASTQ fayl, Key fayl ilo nizamlanaraq, RefSeqVI va
RefSeqV2 refe lan da Hapmap fayl hazirl Daha sonra R 3.6.3. program:
vasitasils naticalerin statistik tshlili aparilmigdir.

GBS markerlorinin filtirlonmasi vo Osas Komponent Analizi: Umumilikda 924 yumgaq
bugda niimunasi tigin GBS vasitasilo 56474 TNP markeri aldo edilmigdir. Slava xromosomlarin va
sohv TNP-lorin filtirlonmosi (69 forqli TNP ¢agingi analizdon konarlagdirilmigdir) naticasinda
55520 marker saxlanilmigdir. Oldo edilmis TNP-lordon istifads edorsk 924 miixtalif mongali
yumsaq bugda genotipi arasinda populyasiyalarin, manga vo iistiin genotiplorin dispersiyasini
gortintiflomak G¢lin asas komponent analizi yerina yetirilmigdir. Osas Komponent Analizi iigiin
Eigenvector doysri R 3.6.3.-d> "eigen" asas funksiyasindan istifads edarsk hesablanmis va R
programinda “ggplof” paketi [Wickham, 2009] vasitosilo qrafik qurulmugdur. ltirilmis marker
mplumatlar: (missing data) iso R-da rrBLUP paketindoki A.mar funksiyasindan istifada edilorok
[Endelman, 2011] MVN-EM metodu [Dempster et. al., 1977] ilo hesablanmigdir. Belaliklo, Osas
Komponent Analizi iigiin istifads olunan markerlor GBS markerlarin filtirlonmasindan slda edilmis
sonraki alt grupdur.

q

NOTICOLAR VO ONLARIN MUZAKIROSI

Bugdamn miirokkab va boylik 8l¢iilit genoma malik olmas: uzun milddat, yiiksak va key-
fiyyatli bir referens genom yaratmaq saylorini alt-iist etmigdir. Lakin texnoloji inkisaf qisa miiddat
arzinds bir gox referenslorin yaranmasina sabab olmugdur. Bu referenslarin aksariyyati “Chinese
Spring” sortu iizarinds qurulsa da, hazirda digsr ndvlarin do sekvenslonmosi hoyata kegirilmis vo
onlarla referens genomlar milayyan edilmigdir (genom toplular - www.wheat-training.com).
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Cari tadgigat iginde GBS analizinin naticalarini tohlil etmak Uglin RefSeq vI.0 va
RefSeq v2.0 referenslorindan istifada edilmisdir. Hapmap faylin asas statistik gdstaricilori todqiq
edilmis. biitiin niimunalar dizra minor allellarin tezliyinin orta giymati 0.210 vahid tegkil etmisdir.
Minor allellarin tezliyinin minimum va maksimum giymatlari 0.001 — 0.499 araliginda dayismis,
heteroziqotlulugun orta giymati 0.32-3 barabar olmugdur. Qeyd etmak lazimdir ki, hagiqi va
tasaditfi itirilmis malumatlar {igiin toxmini genetik miixtoliflik, genotip gostaricilori (imputasiyalar)
olmadan 10-90% araliginda davisir. GBS analizi naticasinda RefSeq v/.0 referensi asasinda slda
olunmus tok nukleotid polimorfizmlarinin har iig genom (A, B, D) va 7 xromosom tizra paylanmas
$akil 1-ds 6z aksini tapmigdir. Diagramdan malum oldugu kimi, an gox TNP markerlorina B
genomunda (27.030 - 48%), daha sonra A genomunda (20.755 — 38%) va on az sayda iss D

genomunda (8.175 — 14%) rast galinmisdir.
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Ayn-ayri xromosomlar iizra TNP markerlorinin say1 asagidaki kimi olmugdur: Belo ki, B
genomu iizra har bir xromosomda orta hesabla 3861, A genomu iizra 2965, D genomu tizra isa 1167
TNP markera rast galinmis, 414 marker iso miloyyan edilmamisdir. On gox marker say1 3B
xromosomunda, an az isa 4D xromosunda tayin edilmisdir. RefSeq vi.0 referensi asasinda tadqiq
olunan miixtalif mongali yamsaq bugda nimunalarindas har ti¢ genom tizrs askar edilmis TNP-larin
68.6%-1 (ranzisiya, 31.4%-i isa transversiya tipli olmugdur, Ts/Tv nisbati isa 2.2 vahid tagkil
etmigdir (Cadval 1).

Tranzisiya tipli TNP-lorin an yitksok dayari A genomunda, an asafi iss D genomunda
miiavyan edilmisdir. Bununla slagadar olaraq. Ts/Tv nisbati ds B va D genomlari ils miigayisada, A
genomunda iistiinliik toskil etmigdir. Toxmin edildiyi kimi, G/A va T/C nukleotid avazlsnmaloring
nisbatan A/G vo C/T avazlanmolari daha gox olmugdur. Digar tarafdan, C/A, C/G, G/C, G/T tipli
transversiyalarinin sayimin A/C, A/T, T/A, T/G transversiyalarindan ytksok oldugu miigahida
edilmigdir.
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) Cadval 1
IWGSC RefSeq v1.0 referensino asasan itg h loji bujida g da milayyan edilmig
tak nukleotid avazetmalarinin xillasasi
(IWGSC) RefSeq v1.0
Genom A B D Tayin olunmayib Umumi
SNP-lorin say1 20401 26733 7976 410 55520
A/G 3080 3903 1122 63 8168
C/T 4139 5388 1491 88 11106
G/A 3928 5247 1519 72 10766
TIC 3084 3884 1010 57 8035
Tranzisiya 14231 18422 5142 280 38075
Ts % 69.76 68.91 64.47 68.3 68.6
A/C 699 914 338 8 1959
AT 519 676 271 14 1480
C/IA 744 1195 346 20 2305
C/IG 1033 1454 47 18 2976
G/C 1100 1383 482 19 2984
G/T 854 1129 374 18 2375
T/A 498 684 264 17 1463
T/G 723 876 288 16 1903
Transversiya 6170 8311 2834 130 17445
Ty % 30.24 31.09 35.53 31.7 314
Ts/Tv nishati 23 22 1.8 22 22

Bizim yerina yetirdiyimiz tadqiqat isinds miiayyen edilmis TNP-lorin A, B, D genomlan
tizro paylanmasi avvalki tadgiqgatlarla oxsarliq tagkil edir, belo ki, TNP-lorin goxu B genomunda,
daha sonra ardicil olaraq A va D genomlarinda xaritolonmisdir. Bugdamn tokamiil tarixina nazor
saldiqda, gdriiritk ki, genomlar i¢arisinds an cavam D genomudur. Cox giiman ki, digar genomlar
coxsaylt gen duplikasiyalarina moruz qalmis va polimorfizma sabob olan daha ¢ox mutasiya
toplanmugdir. Belo ki, shamiyyatli erkon gen aximt heksaploid bugda ila Aegilops tauschii (DD)
arasinda deyil, T. aestivum vs tetraploid acdad: T. turgidum (AABB) arasinda bas vermigdir. Bu isa
D genomu il milqayisads A va B genomlaninda daha gox genetik miixtalifliys sabab olmusdur.

Population Structure using PCA
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$akil 2. Dsas K t Analizi vasitasilo populyasiya strukturunun miiayyan edilmasi
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iz istifado
Genotiplararast alageni vizuallagdirmaq Gclin asas komponent a.mhind:; gf:gh:an "
edilmisdir. Bela ki. PCA populyasiya strukturunun miayyan edxlmjasn ag o o (MSA,
istifads olunan Gsuldur. Mosafe matrisi ssasinda is@kklasle: qurulmugdur. 4 ((:(s)s; ! 2)=Azarbaycan
MQA, TCI. ABS) ohata edan lar 4 asas ki qruplasmis! L 2): o
ma?x;‘ali sortlarin ;kssri,wsti 4-cil klasterds (10) yerlogmis, .I —.Cl Kklasterda 1§a heg 3: 3::":1 :?;lmu;z;
rast galinmamigdir. Evklid genetik mosafa indeksinin minimum, makSI.mnm 3 N e
(HUN-MV, BG-KC); 83.2 v» 102,6 (TCI-US-Co) V&l{ld tasluAl etmigdir. ?
r. Demok ofar ki, har bir grupda miixtalif
dir. Bu iso miixtolif Sikalar arasinda

miivafig olarag 4.6
rimuna say1 4-cil. an az isa I-ci klasterda qruplasmlsdll‘ :
5lks va mansa markazlarindan olan genotiplars rast gahinmig ! o
::1:;1 ;ur;dn; davam edon bugda genotiplarindaki gen axipinin paticasidir. Bu C.lh' axin :kada)lun:
miixtalif genetik fonun yaranmasina, bu isa 8z névbasinda eyni gnlxpda m(lxtah.f dlkal;‘a an gm o
genotiplarin - gruplagmasina sabab olur. Osas komponent analm. niimunaslarin genig cc;ms)
vavilmasiin daracasini agkar edir. Bela ki, avvalki tadgigatlarda Winfield va amakdaglan (
diimzamn 30-dan cox olkasindan olan 804 heksaploid bugda genotipini tayin.c.tmak .uqun 32,443
p:»h'muri' markerdan istifada etmis v Avropa mangoli nimunalorin 3ksariy.ystzx‘1:n Asn).'a' va chnfm
Sarq atmunalarinin sksariyyatindan ayrilaraq eyni grupda toplandig paluds: § Blﬂm
t=dqigatimizda da oxyar naticalar slda edilmisdir. AB$ mansali niimunslarin boytik alkssnyystl
Asiva {markazi va garbi) va Avropa (markazi va arqi) niimunslarindan ayrilarag, fargli klas!erdel
qruivla;-mudnr. Homginin Cavanagh va amokdaglan (2013) 8z tadqiqatlar.mda Avr(?pg mansaill
pavizliq bugda populyasiyarmin digar populyasiyalardan daha gox genetik mﬁxta?ll.fll)fa.malllf
oldugunu askar etmislar. Buna gora da, diinya miqyasinda riigeymplazma nlimunalarinin 1stlt:§da§x
va n:uhadilnsi prosesi. bugdanin seleksiyasimn genetik asasin genislandirmak figlin strateji bir
<oldur. Cari tadgiqat isinda da segilmis bugda genotiplarinin genomik tadqiqinds TNP markerlarin
Tevdasin Gyranmak igiin TNP genotiplagdirmadan istitads edilmigdir.

’ Belalikta. yitksok genetik milxalifliva malik olan ntimunaler, yiiksok mohsuldarliq
putensiah. biotik va abiotik stress davamh, miixtalif ekoloji goraitlors yaxg adaptasiya olunan,
kesfiysath va s. arzu olunan xisusiyystlors malik bugda sortlarmun yaradilmas: {igiin galacak
scleksiva programlarinda istifada oluna bilar.

Minnatdariig: Mualliflar cari tadgiqat iginin yerino yetirilmasinda gbstordiklari kémok va
dastaya gora ABS-in Azorbaycandak: safirliyinin 2019-2020-ci illsr Ugiin elan etdiyi “Fulbrayt”
clmi Tadgigat Safar Programina, Kolorada Dovlat Universitetinin, Bugdanin genetikasi v
seleksivast qrupunun rohbari Prof. Scout Haley vo qrupun diger bittiin amokdaglanina darin
minnatdarhiglaring baldirirtar.
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MUXTOLIF MONSOLI BUGDA GENOTIPLORINDS GENETIK MUXTOLIFLIVIN
SEKVENS 9SASLI GENOTIPLISDIRMS (GBS) 1Ld QiYMOTLONDIRILMaSI

C.M.ELDAROVA'Y, M.E.ELDAROV?, CM.OCAQY’, Z1L.OKPOROV', S.D.HALEY®
AR ETN Genetik Ehtiyatar Institutu;
“Xozar Universiteni, “Hayat elmlsri” departamenti;
3Kolorado Doviat Universiteti

Yeni Nosil Sekvenser texnologiyasimn inkisafi neticasinde, son dévrlords bugida bitkisinin
genetik mixtolifliyinin tadqiqi tigin effektiv molekulyar vasits olan sekvens ssash genotiplog-
dirmadsn (GBS) genis istifado olunur. Cari tadgigat isinds do mfxtalif mensoyo malik 924 yumgaq
bugda genotipini seciyyslondirmak tigtin GBS totbiq edilmiydir. Genetik mixtslifliyin vo populya-
siya strukturunun tedqigi figin tmumilikds $5520 ykssk keyfiyystli tok nukleotid polimorfizmi
(TNP) markerlori seqilmiy vo GBS analizinin neticolarini tohlil etmok tigin RefSeq v1.0 vo RefStg:
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v2.0 referenslarindon istifada edilmisdir. ©n ¢ox TNP markerlarine B genomunda (27.030-48%),
daha sonra A genomunda (20.755-38%) va on az sayda iss D genomunda (8.175-14%) rast
golinmisdir. Klaster vo Osas Komponent Analizlarinin naticaleri oxsarlig toskil edarak genotiplorin
mansa markazlari arasinda uygunluq mitsahida edilmigdir.

OLEHKA TEHETHYECKOTI'O PA3HOOBPA3HS TEHOTHIIOB INIIEHHIIBI
PA3HOI'O MPOHCXOXIEHHS METO/IOM TEHOTHIIHPOBAHHSI HA OCHOBE
[10CJIEJOBATEJIBHOCTEH (GBS)

.M. IBJAPOBA™Y, M.E.3JIBJAPOB’, . M.O[DKATI,
3.M.AKIIAPOB', C. 1. XERLIH®
! Munucmepemeo nayxu u o6pasosanus Aseptaudxcancroii Pecnybnuxu,
Yuusepcumem Xasap, gpaxyamem « Hayxu o scusnuy,
3 Viuugepcumem wmama Koaopado

B pesy:asTate pa3BHTHA TexHoMorHH CeKBeHHpOBaNus HOBOro nokonenns (GBS) B nocnen-
HCC BPEMS IUMPOKO NPHMEHSETCH TEHOTHIHPOBaHWE Ha OCHOBe nocnenosatenshoctedl (GBS),
KOTOpLIC ARISIOTCS IPPEKTHBHBIMH MONCKY.IAPHEIMH HHCTPYMEHTAaMH LIS H3YHCHHS FeHeTH4eC-
Koro paHoo0pasus muernubl. B nanxom nccnenobannn GBS Gbit ucnonb3oBa [Jis XapakTepuc-
01K 924 TeHOTHNOB MArKOH NWEHWLB! Pa3THYHOTO MPOMCXOKAEHHN. JINs H3Y9EHHS IeHETH-
YECKOIO DA3HVOOPAINA H CIPYKTYPbI NONY:1ALHH ObUIO 0TOGpaHo B obmeM 55 520 BricokoKauecT-
BEHHBIN MAPKCPOB OIHOHYK:IEOTHIHOTO nommmopdusza (SNP), a wis ananusa pesynstatos GBS
HCHO:Ib30B2IHCh B KavecTse pedeperca RefSeq vI.0 u RefSeq v2.0. HanGonbiee KonuyecTso
saprepos SNP Onito ofnapyxeno B B renome (27 030—48%), 3atem mocnenosan A renom (20
755-38%). B nauMeHpiuee KoO:MYecTBO OsL10 3aperscTpupoBaHo ana D renoma (8 175-14%).
Pe3yThTaThl KIACTCPHOTO aHA'IW3A ¥ aHATH3a IJIABHBIX KOMIIOHEHT OKa3alHCh CXOXHMH, U GBUIO
OMCHCHO COOTBETCTBHE MEATLY LEHTPAMH MPOMCXOAKIEHHA TEHOTHIIOB.
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