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OZET

Simple sequence repeats (SSRs) markdrler, bitki genetik ve genomik aragtirmalari i¢in
yaygin olarak gelistirilen ve kullanilan 6nemli molekiiler gereglerdir. Ancak ekonomik
olarak onemli olan serin iklim baklagillerinden mercimekte (Lens culinaris Medik.)
bugiine kadar gelistirilen SSR markoérlerin sayist oldukca azdir. SSR markorlerin bu
eksikligi, mercimek molekiiler 1slah ¢alismalarini sinirlayan baglica faktorler arasinda
yer almaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada, mercimekte SSR markorii gelistirmek igin
Lens culinaris cv Kafkas. ¢esidi kullanilarak AG ve AC tekrarlarinca zenginlestirilmis
kiitiiphane teknigi ile yaklasik 250 klon olusturulmustur. Bu klonlardan toplamda 120
adet SSR motifi igeren 33 adet yeni SSR markori gelistirilmis ve bu markérlerin 16
adedinin (%48.5) polimorfik oldugu tespit edilmistir. Beklenen heterezigotluk oraninin
0.095 (Lc_MCu90) ile 0.820 (Lc MCu87) arasinda degistigi ve ortalama 0.541
oldugu, gozlenen heterozigotluk degerinin 0.100 (Lc_ MCu90) ile 1.00 (birden fazla
markor) arasinda degistigi ve ortalama 0.363 oldugu tespit edilmistir. Polimorfizm
bilgi igeriginin (PIC) ise ortalama 0.46 oldugu tespit edilmistir. Gelistirilen 33 adet
mercimek SSR markdriiniin farkli baklagillere transfer edilebilme oraninin %49.5
(Vicia) ile %3 (P. vulgaris) arasinda degistigi goriilmiistiir. Yeni mercimek SSR
markdrleri, molekiiler temelli 1slah ¢alismalar1 olmak {iizere, haritalama calismalari,
genetik cesitlilik analizleri, populasyon genetigi calismalarinda kullanilabilecek

niteliktedir. Ayrica, tespit edilen transfer edilebilir SSR markérleri tiir i¢i ve tiirler

arasi genetik analiz ¢aligmalari i¢in de 6nem tagimaktadir

Anahtar kelimeler Mercimek, SSRs, genomik kiitiiphane, ¢apraz transfer
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DEVELOPMENT OF NEW SSR (Simple Sequence Repeats) MARKERS FOR

LENTILS (Lens culinaris Medik.) FROM GENOMIC LIBRARY ENRICHED

WITH AG AND AC MICROSATELLITES AND TRANSFERABILITIY OF
OTHER LEGUME SPECIES

Sehriban DEMIR

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis, February 2020
Supervisor; Ass.Prof. Melike BAKIR

ABSTRACT

Simple sequence repeat (SSR) markers is a major molecular tool for genetic and
genomic research that has been extensively developed and used in major crops.
However, few are available in lentil (Lens culinaris Medik.), which is an economically
important cool-season legume. The lack of informative SSR markers in lentil has been a
significant limitation on the lentil molecular breeding. Therefore, in this study, in order
to develop SSR markers in lentil, two enriched genomic libraries for AC and AG
repeats were constructed from the Lens culinaris cv Kafkas. A total of 250 clones were
inquired for the detection of SSRs. Thirty-three new markers, which include 120 SSR
motif, were developed from these clones. Of 33 markers, 16 markers (48.5%) were
found polymorphic. Expected heterozygosity value were found to change between 0.095
(Lc_MCu90) and 0.820 (Lc_MCu87), mean 0.541, and observed heterozygosity value
found to change between 0.100 (Lc_MCu90) and 1.00 (more than one marker), mean
0.363. Polymorphic information content (PIC) found mean 0.46. Transferability of the
developed 33 lentil SSR markers to other legumes was found to change between 49.5%
(Vicia) and 3% (P. vulgaris). Newly developed SSR markers in this study have the
quality to use in molecular breeding researches, mapping researches, genetic analysis
studies, and population genetics. Additionally, these SSR makers are important for

genetic analysis of intraspecific and interspecific studies.

Key words: Lentil, SSR, genomic library, cross-transferability
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GIRIS

Mercimek (Lens culinaris Medik.) kiiltiire alinan en eski baklagillerden biridir. (Bahl
vd. 1993; Rehman vd. 1994). Mercimek diploid genoma sahip (2n =2x=14), kendine
dollenen (Muehlbauer, 1991), genom boyutu 4063 Mbp olan ve tek yillik serin iklim
baklagil bitkisidir (Arumuganathan ve Earle, 1991).

Mercimek Dbitkisinde gelistirilen molekiiler markorlerin  eksikligi - mercimekte
molekiiler temelli ¢alismalar ile genetik ve genomik ¢alismalarin yetersiz kalmasina
neden olmustur. Bu durum driin gelistirmek i¢in yeni teknolojik imkanlardan
yararlanmayi kisitlamistir (Gupta vd. 2012). Islah yontemlerinde kullanilmak tizere
yeni molekiiler markorlerin - gelistirilmesi ve bu molekiiler markér sayilarinin
artirilmasi, mercimek ve benzeri onemli baklagillerin genetik ve genomik bilgi
kaynaklarinin gelistirilerek biyoteknolojik kapasitesini iyilestirmek ve gelistirmek

adina biiyiik 6nem tagimaktadir.

Mevcut molekiiler markorler arasinda, genomda kodlanan ve kodlanmayan bolgelerde
bulanan 1-6 bp niikleotid uzunlugunda DNA tekrar motifleri “mikrosatellit” olarak
tanimlanmaktadir. Mikrosatellitler kodominant 6zelligi, lokusa spesifik olmasi, tekrar
edilebilirligi ve polimorfizimin yiiksek olmasi gibi genetik 6zellikleri sayesinde bitki
genetigi ve bitki 1slah ¢alismalarinda 6nemli bir yere sahiptir. Mikrosatellitlerin
gelistirme siirecinin zahmetli, pahali ve ¢ok zaman alict olmast SSR markérlerinin
gelistirilmesini kisitlayan bir faktordiir. Bununla birlite, SSR markéorler taksonlar
arasin da transfer edilebilmektedir (Rossetto, 2001) ve bu durum birgok tiirde basarili
bir sekilde gosterilmistir (Ellis ve Burke, 2007). SSR markorlerin tiirler arasinda
aktarabilmesi, bitkilerde bu markorlerin kulanim alanlarini artirmaktadir (Reddy vd.
2010). SSRs (Simple Sequence Repeats) veya mikrosatellitler, genetik ¢esitlilik,
populasyon yapisi, taksonomik ve filogenetik calismalar, baglanti haritalarinin

olusturulmasi, QTL (Quantitative Trait Loci) haritalama, genom haritalama ve markor



destekli seleksiyon (MAS) gibi temel genetik arastirmalari ve bitki 1slah1 ¢aligmalari
i¢in en uygun markorlerdir (Hendre ve Aggarwal, 2007; 2014).

Bu calismada, mercimekte ihtiyag duyulan genetik ve genomik c¢aligmalarda
(haritalama, baglanti analizi, QTL, MAS vb.) kullanilmak tizere yeni fonksiyonel SSR
markdrleri gelistirilmistir. Ayrica mercimekte yeni gelistirilen bu SSR markérleri
diger baklagil tiirlerinde test edilmis ve diger baklagillere transfer edilebilir olanlar

belirlenmistir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGIiLER

1.1. Mercimek (Lens culinaris Medik.)

1.1.1. Tarihgesi

Mercimek bitkisi Alman Botanik¢i Friedrich Kasimir Medikus tarafindan 1787°de
“Lens culinaris Medik.” olarak adlandirilmistir (Hanelt, 2001). Arkeolojik ¢alismalar
sonucunda mercimege ait en eski fosil kalintilarm Suriye (Mureybit)’de M.O. 8.500 ile
7.500 tarihlerine ait oldugu bulunmustur (Zohary, 1972). Mercimegin anavatani,
Yakin Dogu olup buradan Misir, Akdeniz havzasi, Etiyopya, Afganistan, Hindistan ve
Pakistan, Cin ve daha sonra Latin Amerika'ya yayilmistir (Cubero, 1981, Duke, 1981).
Giinlimiizde kiltirii yapilan mercimegin (Lens culinaris Medik.) kokeninin Yakin
Dogu ve Orta Asya oldugu, dagilim gosterdigi iilkeler ise Tiirkiye, Irak, Iran, Suriye,
Liibnan, Israil, Urdiin, Afganistan, Yunanistan ve Ozbekistan oldugu bilinmektedir
(Ladizinsky, 1979a, Cubero 1981, Zohary, 1972).

Mercimegin yabani tiirlerinin giiniimiizden yaklasik 10.500 yil &nce insanlar
tarafindan islendigi, (Cubero, 2009: 13), kiiltiire alinmasmin ise, bezelye (Pisum
sativum), kavilca/gernik (Triticum dicoccon), arpa (Hordeum vulgare) ve siyez/kaplica
(Triticum monococcum) tiirleri ile ayn1 dénemde M.O 6.000-5.000 yilarinda oldugu
diistintilmektedir (Hopf, 1962; Cubero vd. 2009: 13, Mazoyer ve Roudart, 2010: 93;
Cokkizgin ve Shtaya, 2013: 55).



1.1.2. Simiflandirilmasi

Mercimek (Lens culinaris Medik.), Plantac alemi, Magnoliophyta subesi,
Magnolliopsida sinifi, Fabales takimi, Fabaceae familyasi, Fadoideae alt familyas1 ve
Lens cinsi igerisinde yer almaktadir (Anonymous, 2012). Alt tiirlerin siniflandirmasinda
giintimiize kadar morfolojik, sitogenetik ve hibridizasyona dayali ¢aligmalarin yani sira
molekiiler markor temelli ¢ok sayida calisma mevcuttur (Vishnumittrre vd. 1974;
Ahmad vd.1996).

Onceleri Lazdizinsky vd. (1984) tarafindan mercimek, ii¢ alt tiire ait L. culinaris (ssp.
culinaris, ssp. odemensis, ve ssp. orientalis) ve iki alt tiire sahip L. nigricans tiirlinden
(ssp. nigricans, ssp. ervoides) olmak iizere rapor edilmis. Yine, Van Oss vd. (1997)
tarafindan Lens cinsinin, Lens culinaris ssp. culinaris, L. culinaris ssp. orientalis, L.
odemensis, L. ervoides, L. nigricans, L. tomentosus ve L. lamottei olmak lizere 7
taksondan olustugu ileri strilmiistir. Ferguson vd. (2000) tarafindan yapilan
smiflandirmada, mercimegin 4 tiir i¢inde gruplanan (L. culinaris ssp. culinaris, L.
culinaris ssp. orientalis, L. culinaris ssp. tomentosus, L. culinaris ssp. odemensis, L.
ervoides, L. lamottei ve L. nigricans) 7 taksondan olustugu ileri siiriilmiistiir. Son
dénemde Wong vd. (2015) Lens cinsinin birbiriyle yakindan iligkili L. culinaris, L.
ervoides, L. lamottei, L. nigricans, L. odemensis, L. orientalis ve L. tomentosus olmak
tizere dort farkli gen havuzunda igerisinde yedi taksona ayirmistir. Gen havuzunda
birinci grupta, L. culinaris, L. orientalis ve L. tomentosus tiirlerinin, ikinci grupta L.
odemensis ve L. lamottei tiirlerinin, tigiincii ve dordiincii grupta sirasi ile L. ervoides ve
L. nigricans tirleri bulunmaktadir. Mercimek tiirlerinin smiflandiriimasiyla ilgili
giiniimiize kadar yapilan tim taksonomik calismalara ragmen biitiin ¢alismalarda L.
culinaris ssp. orientalis’in L. culinaris ssp. culinaris’e en yakin akraba ve yabani atasi
oldugu ve L.nigricans’in ise L. culinaris ssp. culinaris’e en uzak akraba oldugu

konusunda hem fikir olunmustur (Wong vd. 2015).



1.1.3. Anatomik Yapisi

Mercimek tek yillik, ¢ok dalli ve ¢ali formunda bir uzun giin bitkisidir (Sahin, 2016).
Ince kazik kok sistemine sahip olmakla birlikte, kok yapisi yetistirildigi toprak
kosularima gore farklilik gostermektedir. Aliiviyol topraklarda mercimek bitkisinin
kokleri toprak ylizeyinde ve sagaklanma seklinde gelisim gosterirken, Kkurak
topraklarda kokler derin ve dallanma sayisi azdir. Bu iki toprak kosular1 arasinda olan
topraklarda ise bitki kokleri ge¢it kok olarak adlandirilan kok gelisim sistemi
gostermektedir. (Gegit vd. 2009; 271-278). Baklagil bitkilerinin en belirgin
Ozelliklerinden birisi, koklerindeki nodiillerde bulunan Rhizobium cinsi bakterilerdir.
Mercimekte etkili olan bakterilerin tiirii Rhizobium leguminosarum olup (Humphrey
vd. 2001), mercimek bitkisi bu bakteriler araciligi ile havanin serbest azotunu topraga

baglamakta ve topragi azotca zenginlestirmektedir (Tosun ve Eser, 1978).

Mercimek bitkisinin govdesi ince, otsu ve genellikle ¢esit ve genotiplerine bagl olarak
tiylii oldugu gortilmektedir. Bitki boyu ¢evresel faktorlerin ve genotipin etkisi ile 15-
75 cm arasnda degisiklik gostermektedir (Gegit vd. 2009;272). Cigek rengi soluk
mavi-lila damarli, beyaz renkte, ¢ok nadir acik mavimsi ve pembedir. Ince uzun
salkim seklinde ¢igeklerin olusturdugu bakla sayis1 ortalama 1-4 arasinda
degismektedir. Mercimek yapraklar birlesik yaprakli olup ortalama 10-16 yaprake¢ik
bulunmaktadir. Baklalar (kesede) tiiysiiz ve kabaca dortgen sekilli olup, her bir
baklada 1 veya 2 (nadiren 3) tohum bulunmaktadir. Tohumlar yesil, sar1, kirmizi, siyah
renkte olabildigi gibi lekeli (benekli) tanelerde bulunmaktadir (Sehirali, 1998; Yiiriir
vd. 1995).

1.1.4. Toprak ve iklim Istekleri

Mercimek diger baklagil tiirleri ile kiyaslandiginda, iklim ve toprak ozellikleri
acisindan daha az segicidir. Yiikseklik artik¢a birim alaninda verim diismekte olup
3000 metre rakima kadar yetisebilmektedir (Whyte vd. 1953). Mercimek, ¢ok c¢esitli
toprak tlirlerinde yetisen adaptasyonu yiiksek bir bitkidir. Bununla birlikte, agir
topraklar verim azalmasina neden olurken, kumlu tinli topraklarda mercimek bitkisinin

biiyiimesi i¢in en uygun toprak yapisidir (Sehirali, 1988; Ozdemir, 2002).



Yemeklik dane baklagil olan mercimek serin iklim bitkisidir. Ayrica kuraga, sicaga ve
soguga dayanakliligi ile bilinen mercimek bitkisi 90 ile 110 giin arasinda vejetasyon
siiresini tamamlayan bir uzun giin bitkisidir. Mercimek tohumlar1 4-5°C’de
¢imlenmekte (Gegit vd. 2009:275), 18° ile 30°C’deki sicakliklarda optimum gelisim
gostermektedir. Mercimegin vejetasyon siiresi boyunca toplam 1500—1800°C sicakliga

ihtiyaci vardir (Saxena, 2009: 34, Kaya, 2010: 6).
1.1.5. Hastalik ve Zararhlari

Mercimegin kalitesini ve triin miktarini etkileyen hastaliklarin basinda Fusarium,
phytbium, Rbizontanica tiirlerine ait mantar hastaliklari gelmektedir. Bu hastaliklar
kok ve kok bogazina zarar vererek etkisini gostermektedir (Gegit vd. 2009;271-278).
Yapilan c¢alismalarda, bitkide kok bogazi ciiriikliigii (Ascochyta pinodella) ve
solgunluk hastaligina (Fusarium oxysporum f. sp.) neden olan toprak kokenli
etmenlerin, daha kompleks halde bulunabilecegi ve ayni tarlada birden fazla hastalik
etmenin farkli tiirlerinin bir arada bulunabilecegi ortaya konulmustur (Mittal, 1997;
Hwang, 1994; Abou zeid vd. 1990; Al Ahmad ve Mouselli, 1987; Saxena vd. 1992;
Bellar ve Kebapch 1983). Mercimekte, Uromyces fabae’nin yaprak pas hastaligina ve
nem miktarinin fazla oldugu bolgelerde ise Ascochyta lentis'in antraknoz hastaligina
neden oldugu bilinmektedir (Muehlbauer vd. 1995; Gegit vd. 2009: 278). Ayrica
tilkemizde bulunan en yaygin hastalik etmeni ise mercimek tohum bécegi Bruchus
lentis’tir (Gegit vd. 2009:278).

1.1.6. Ekonomik Onemi ve Besin Degeri

Mercimek ekonomik degeri ve igerdigi besin degerleri agisindan insan beslenmesinde
onemli bir yere sahiptir. Mercimek danesinde ¢eside bagli olarak degismekle beraber
%23-31 protein, %18 lif ve %35-53 nisasta (Devos, 1988) bulunmaktadir. Bunun
yansira demir (Fe), kalsiyum (Ca), potasyum (K) mineral igerigi acgisindan oldukca
zengindir. Ayrica mercimek A, B, C ve D vitaminlerini de icermektedir (Ciftci, 2004).
Besin igerigi bakimindan zengin olan mercimek diger liriinlere kiyasla sindirimi daha
kolay olan bir baklagildir (Eser, 1978). Ayn1 zamanda mercimek, hayvan beslenmesinde
onemli besin kaynagidir. Igerdigi protein bakimindan bir ton baklagil sapinin sekiz ton

tahil sapina esit oldugu belirtilmistir (Engin, 1989).



FAO, (2018) verileri incelendiginde 2018 yilinda Diinya genelinde 6.119 milyon ha
alanda yetistirilmektedir ve 6.375 milyon ton iiretim degerine sahiptir. Uretim
acisindan Kanada 2.0 milyon ton ile birinci sirada, Hindistan 1.6 milyon ton ile ikinci

sirada yer alirken Tiirkiye 353 bin ton ile {igiincii sirada yer almaktadir.

Tiirkiye’de hem kirmizi hem de yesil mercimek yetistirilmekte olup, kirmizi mercimek
kislik olarak Giineydogu Anadolu Bolgesinde, yesil mercimek ise daha c¢ok yazlik
olarak Orta Anadolu ve Gegit Bolgelerinde iiretilmektedir. Ulkemizde mercimek 282
bin ha alanda yetistirilmektedir ve ekim alanlarinin yaklasik %84’ inii kirmizi
mercimek olusturmaktadir. Mercimek ekim alanlar1 Giineydogu Anadolu bdlgesinde
yogunlagmis olup, 2019 yilinda 950 bin da ile Sanliurfa birinci, Diyarbakir, 632 bin da
ile ikinci sirada Mardin 277 bin da ile {igiincii sirada yer almaktadir. Kirmizi mercimek
tiretim miktarlar1 il diizeyinde incelendiginde; 103 bin ton iiretim ile Diyarbakir
birinci, 91 bin ton ile Sanlurfa ikinci sirada yer almaktadir. Toplam mercimek ekim
alanlarmin yaklagik %16°Sin1 olusturan yesil mercimekte ise; 2019 yilinda birinci
siray1 163 bin da ile Yozgat yer alirken, 104 bin da ile Konya ikinci sirada 39 bin da
Kirsehir {igiincii sirada yer almaktadir. Yesil mercimek tiretim miktarlari il diizeyinde
incelendiginde; 17.2 bin ton iiretim ile Yozgat birinci, 10.9 bin ton iiretim ile Konya

ve ikinci 4.9 ton ile Kirsehir iigiincii sirada yer almaktadir (TUIK, 2019).
1.2. Molekiiler Markorler

Genetik markor, kromozom {iizerinde yeri bilinen bir gen veya 6zellik ile iliskili bir gen
ya da DNA dizisidir. Genomik lokustaki degisim veya mutasyon nedeniyle ortaya ¢ikan
ve gozlenebilen bir varyasyon olarak ta tanimlanabilir. Genetik markor, tek bir baz gifti
degisikligini kapsayan kisa bir DNA sekansi olan tek niikleotid polimorfizmi
(TNP=SNP) veya minisatellit ve mikrosatellitler (SSRs) gibi uzun bir DNA sekansi
olabilir (Al-Samarai ve Al-Kazaz, 2015).

Molekiiler/genetik markorler, genlerin veya genetik lokuslarin allelik formlar
tarafindan belirlenen ve bir nesilden digerine aktarilabilen biyolojik 6zelliklerdendir. Bir
dokuyu, hiicreyi, kromozomu veya geni takip etmek icin deneysel problar/primerler
olarak kullanilabilirler. Molekiiler markorler biiyiiyen tarimsal sorunlara (iklim,
zararlilar, toprak kosullari, vb.) ¢6ziim saglamak i¢in 6nemli gereglerdir (Evans 1997;

Reynolds ve Rodomiro 2010). Ideal bir DNA markeri es baskin olmali, genom boyunca



esit olarak dagilmis, yiiksek oranda tekrarlanabilir ve daha yliksek diizeyde polimorfizm
saptama yetenegine sahip olmalidir (Mondini vd. 2009). Markor se¢imi biitiin bu
Ozellikleri g6z Oniinde bulundurularak amaca uygun olarak yapilmaktadir. Markorler
genel olarak DNA hibridizasyonuna dayali teknikler (RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism)) ve PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali teknikler (SSR
(Simple Sequence Repeats), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), STS (Sequence Tagged Sites) ve SNP

(Single Nucleotide Polymorhism)) olmak iizere iki gruba ayirilmaktadir.
1.2.1. Mikrosataliteler

Mikrosatelliteler veya SSR markoérleri (Simple Sequence Repeats), prokaryotik ve
okaryotik genomlarda siklikla goriilen 1-6 bp uzunlugunda kisa tekrar dizi motifleridir
(Zane vd. 2002). Mikrosatellit bolgelerinin genotipler arasindaki allelik varyasyonlari,
replikasyon kaymalarina (replication slippage) (Schlotterer ve Tautz, 1992) ve
rekombinasyona (esit olmayan krossing over) (Li vd. 2002) dayandirilmaktadir.
Mikrosatellitler okaryotik organizmalarda genoma ozgiinliik gostermektedir (Litt ve
Luty 1989). Ko-dominant 6zellige sahip olmalari, daha az DNA miktarina ihtiyag
duyulmasi, otomasyonun uygun olmasi, lokus spesifik olmalari, polimorfizm oraninin
yiiksek olmasi, genomda ¢ok miktarda bulunmalar1 ve tekrar edilebilirliginin yiiksek

olmasi sebebiyle molekiiler markorler arasinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptirler (Gupta

vd. 1996; Parida vd. 2009).

Mikrosatellitler, genomda 5-UTR, intronlar, eksonlar, 3-UTR bolgelerinde
bulunmaktadir. intronlarda bulunan mikrosatellitler, mRNA'min eklenmesi ve gen
susturulmasinin yani sira bagimsiz olarak veya 5'-UTR bdlgelerinde bulunan SSR'lar ile
kombinasyon halinde transkripsiyonun diizenlenmesinde rol oynarlar. 3-UTR
bolgelerinde bulunan SSR'lar ise, transkripsiyon kaymasi, mRNA eklenmesi ve gen
susturmada etkin rol tistlenmektedirler (Li vd. 2004; Nalavade vd. 2013).

Mikrosatellit markorleri genomik kiitiiphanelerin ve veri tabanlarinin taranmasi, tiirler
arast amplifikasyonlardan ya da RAPD yontemlerinden gelistirilmektedir. Sequence
tagged microsatellites sites (STMS), microsatellite-primed PCR (MP-PCR) veya Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR), Random amplified microsatellite polymorphisms

(RAMPs), Random amplified microsatellite polymorphisms (RAMPO), Selective



amplification of microsatellite polymorphic loci (SAMPL), Fast isolation by AFLP of
sequences containing repeats (FIASCO) ve Retrotransposon Microsatellite Amplified
Polymorphism (REMAP) teknikleri ise SSR’a dayal1 teknikler arasinda yer almaktadir
(Sekil 1.1) (Kalia vd. 2011).

e o

k_ E

172}
5" UTR | Exon Intron 3’ UTR — E
///7’/ /)(/ \ -

] SAMPL

=

W

A
=
=
[

L)

. A
23
=

& =

FIASCO

£
=7
[OR7,}
n_‘b—i
O
A&
= g

Gen Transkripsiyony / Inaktif’ Gen veya
o Tﬂ:mﬁj‘jf m Potinlerin Kesilip Gen TraII(lSlmpSlyon
Kisaltilmasi Susturma SP]JGng aymast

Sekil 1.1. Mikrosatellitlerin dagilimi, fonksiyonlari, uygulama alanlari, gelistirme
yontemleri ve mikrosatellitlere dayali metotlar (Kalia vd. 2011)

Mikrosatellitler, biiyiikliiklerine, tekrar yapisinin tipine ve genomdaki yerine bagl
olarak cesitli sekillerde smiflandirilmigtir. Tekrar birimi basma niikleotid sayisina
bagh olarak, SSR motifleri; mono-, di-, tri-, tetra-, penta- veya heksaniikleotidler
olarak siniflandirilmistir (Weber 1990). Tekrarlanan motiflerdeki niikleotidlerin
diizenlenmesine bagli olarak, smiflandirma i¢in miikemmel, basit miikemmel
olmayan, birlesik ve mikemmel olmayan mikrosatellit seklinde terimleri
kullanilmaktadir. Bunlar, miikkemmel veya basit miikemmel tekrarlar (TC),, basit
milkemmel olmayan tekrarlar (AAC), ACT (AAC),, birlesik veya basit birlesik
tekrarlar (CA), (GA),, Mikemmel olmayan veya miikkemmel olmayan birlesik
tekrarlar (CCA), TT (CGA), olarak smiflandirilmistir (Wang vd. 2009a).
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Genomdaki konumlarina gore ise, mikrosatellitler ¢ekirdek (nuSSR), mitokondri
(mtSSR) ve kloroplast (cpSSR) SSR'lar olarak siniflandirilmaktadirlar. Son yillarda,
kloroplast cpSSR'lar, uniparental kalitimlarindan dolay1 dogal populasyonlardaki
genomik varyasyonlar1 ve dogal popiilasyonlardaki gen akisini (Provan vd. 2001)

aragtirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Mikrosatellit markdrlerin 6zelliklerden yola c¢ikarak, genetik materyalin korunmast,
cesitlerin belirlenmesi, populasyon genetigi ¢alismalari, Quantitative Trait Loci (QTL)
haritalama, Markir Destekli Seleksiyon (Marker Assisted Selection, MAS), taksonomik
ve filogenetik caligmalarda genom haritalama, gibi ¢alisma alanlarinda siklikla

kullanilmaktadir (Sekil 1.1) (Kalia vd. 2011).

1.2.2. Mikrosatallitleri Gelistirme Stratejileri

1.2.2.1. Klasik (small insert genomic) Genomik DNA Kiitiiphanelerden

Mikrosatallitlerin Gelistirilmesi

Klasik (small insert genomic) genomik DNA kiitiiphanelerden mikrasatellit gelistirme
yontemi veya zenginlestirilmemis genomik DNA kiitiipanelerden mikrasatellit
gelistirme yontemi olarak da bilinmektedir. Bu yontem zaman alici olmasi, kiitiiphane
olusturmak igin ve mikrasatellitelerin belirlenmesinde fazla bilgi gerektirmesi gibi
dezavantajlari olsa da birgok genetik analiz i¢in yararli bir yontemdir (Blair vd. 2009).
Klasik (small insert genomic) yontemle mikrosatellit gelistirme, DNA
kiitiiphanelerinin olusturulmasi, olusturulan kiitiiphanelerden mikrosatellit tekrarlarina
0zgii oligoniikleotid isaretli prob/primerlerle taranmasi, pozitif klonlara ait dizilerin
belirlenmesi, primer dizayni, PCR amplifikasyonu ve polimorfizmlerinin belirlenmesi
seklinde gerceklestirilmektedir (Kibar, 2012). Bu yontem ile Moriguchi vd. (2003)
tarafindan kamelyada (C. japonica), Golein vd. (2006) tarafindan limonda (Citrus
limon) ve Blair vd. (2009) tarafindan fasulyede (Phaseolus vulgaris) SSR markorleri

gelistirmistir.

1.2.2.2. Zenginlestirilmis Genomik DNA Kiitiiphanelerinden Mikrosatallitlerin

Gelistirilmesi

Genomik kiitliphanelerden mikrosatellit markdrlerin izolasyonu; segici hibridizasyon

(Karagyozov vd. 1993; Kandpal vd. 1994; Hamilton vd. 1999) ve primer ekstensiyon
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zenginlestirme (Paetkau, 1999) olarak iki yontemle gergeklestirilmektedir. Segici
hibridizasyon yonteminde, genomik DNA'dan sonikasyon ya da endoniikleaz kesimi
ile fragmentler olusturulur ve fragmentlerin bir adaptére ligasyonu gergeklestirilir. Bu
asamay1 takiben DNA denatiire edilerek tekrar igeren primer/problar ile hibridize edilir
ve hibridizasyon asamasindan sonra nonspesifik baglanmalarimi yok etmek igin
tamponla birkag defa yikama yapilir ve proba bagli DNA siiziilerek elde edilir. Elde
edilen DNA PCR amplifikasyonu yapilarak klonlanip sekanslanir ya da dogrudan
sekanslanir (Kalia vd. 2011; Senan vd. 2014). Sekans asamasindan sonra elde edilen

dizilerden belirli programlar kullanilarak mikrosatellit markdrleri dizayn edilir.

Primer ekstensiyon zenginlestirme yontemi ile mikrosatellit tekrarlart igin
zenginlestirilmis genomik kiitiiphaneleri olusturmak Paetkau, (1999) tarafindan
gelistirilen protokole gore, birincil kiitiiphaneden tek zincirli DNA ipligi kurtarilir,
primer ekstensiyon ile 5’biotinli oligolara tabi tutulur, biotinli oligolarin
uzaklastirilmas1 ve mikrosatelit iceren ssDNA‘y1 elde etmek i¢in hibridizasyon {iriinleri
streptavidin  kapli manyetik boncuklar ile muamele edilir. Mikrosatellitleri iceren
molekiiller, ikinci primer ekstensiyon ile ¢ift sarmalli molekiillere doniistiiriiliir ve ikinci
zenginlestirilmis kiitliphane olusturulur. Olusturulan kiitiiphaneler PCR ile taranarak
mikrosatellit tekrar1 igeren pozitif klonlar belirlenerek sekanslanir. Sekanslanan diziler

belirli programlar ile primer dizayn edilir.

Mevcut farkli zenginlestirme ydtemleri arasinda, secici hibridizasyon, klonlamadan
once zenginlestirme ve se¢ime izin vererek, birden fazla ornekle ¢alismak icin daha
hizli ve daha kolay bir yontem sagladigindan, agirlikli olarak kullanilan stratejidir

(Glenn and Schable, 2005).

1.2.2.3. EST (Expressed Sequenced Tag) Kokenli Genik DNA Kiitiiphanelerinden
Mikrosatellitlerin Gelistirilmesi

Bitki genom projeleri c¢ergevesinde olusturulan EST (Expressed Sequence Tag)
verilerinin transkripsiyona giren ve girmeyen bolgelerinden (UTR) tespit edilen EST
kokenli SSR’larm katilimi ile ¢ogu bitki tlirlinde genis bir SSR veri tabam
olusturulmustur (Scott, 2001; Dirlewanger vd., 2003; Decroocq vd., 2003). EST kokenli
SSR markoérlerini gelistirmek igin bir organizmadan elde edilmis birgok sayida cDNA
klonlar1 ile cDNA kiitiiphaneleri olusturulur (Orug, 2009). Olusturulan cDNA klonunun
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dizilenmesi i¢in birka¢ yiiz niikleotid uzunlugunda 5° EST ile 3° EST dizileri
belirlenmektedir. Klonlarin dizi analizleri sonucu EST’ler belirlenir. EST’ler tespit
edildikten sonra ilk 6nce gen bankasina (GenBank) sunulur ve en yaygin kullanilan
NCBI biinyesinde dbEST veri tabanina kaydedilir. EST datalar1 insan disinda diger 300
organizmaya ait EST datalarinda bulundugu dbEST veritaban1 yolu ile EST dizilerinin
bilinen gen dizilerini ile BLAST gibi analiz yontemleri kullanarak karsilastiriimaktadir.
Boylece dizi benzerlikleri ve fonksiyonlar: tespit edilir. EST, yeni genlerin belirlenmesi,
genlerin ifade edilmesinde ve diizenlenmesinde, genom haritalama i¢in hizli ve maliyeti
diistik bir yontemdir (Kibar, 2012).

EST markorleri yeni nesil sekanslama verilerinin taranmas ile de gelistirilebilmektedir.
Bunun i¢in EST-SSR Roche 454, SOLID, Illumina HiSeq 2000 ve lonTorrent gibi
ikinci nesil sekanslama teknolojileri veya Helicos, Pacific Biosciences ve Oxford
Nanopore Technologies {iglincii nesil sekanlama teknoloji platformlar: kulanilmaktadir
(Schuster, 2008). Mikrosatellit markorlerinin ikinci nesil sekanslama teknolojileri ve
tigtincii nesil sekanslama teknolojileri ile gelistirmek i¢in sekanslama ile elde edilen
diziler igerisinde mikrosatellit tekrarl diziler biyoinformatik programlar ile belirlenir ve
bu bolgelerden markorler gelistirilir (Jenning vd. 2011). Yeni/ikinci nesil sekanslama
teknolojileri ve figiincii nesil sekanslama teknolojileri ile mikrasatellit markorlerin
gelistirilmesi diger geleneksel yontemlerden daha hizli olup bu platformlar daha fazla

markor gelistirme olanagina imkan tanimaktadir (Shendure ve Ji, 2008; Duan vd. 2017).
1.2.2.4. RAPD Amplikonlarinin Taranmasi ile Mikrosatellitlerin Gelistirilmesi

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), polimorfizm ¢alismalarinda kullanilan
PCR temelli bir molekiiler markér yontemidir. RAPD yonteminin temel prensibi hedef
organizmaya ait genomik DNA iizerinde rastgele segilmis, tek bir 9-10 bp
oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda rastgele baglanip PCR ile ¢ogaltilmasidir
(Williams vd. 1990; Welsh ve McClelland, 1990).

Bu yontemle SSR markdrii gelistirilirken, kiitliphane olusturulmadan ve tarama
yapilmadan bilinmeyen mikrosatellitleri belirlemek ig¢in RAPD amplikonlarinda
gozlemlenen tekrar bolgelerinin bolluguna dayanarak, mikrosatellit bolgeleri
belirlenmektedir. RAPD profillerinde tekrar igeren primer/problar ile southern

hibridizasyon, ardindan pozitif bantlarin se¢ici klonlanmasi (Ender vd. 1996), veya tim


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Welsh%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2259619
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McClelland%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2259619
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RAPD iirtinlerinin klonlanmasi ve dizilmis klonlarin taranmasi yoluyla mikrosatellitler

gelistirilmektedir (Lunt vd. 1999).
1.2.2.5. Mikrosatallit Markorlerin Capraz Amplifikasyonu/ Aktarilabilirlik

Mikrosatellit markorlerin gelistirilmesi yliksek maliyet ve is giliciinden dolayi, farklh
bitkilerde SSR markérlerinin yaygin olarak uygulanmasini kisitlayan ciddi bir faktordiir
(Senan vd. 2014). Karsilastirmali genetikte, yakindan iligkili tiirler arasinda yiiksek
oranda korunmus gen bdlgelerinin oldugu ortaya koymustur. Dolayisiyla, bir tiirden
elde edilen sekanslardan gelistirilen SSR markérleri, ilgili tiirlerde ve hatta ayni ailenin
diger cinslerinde SSR'larin tespit etmek i¢in kullanilabilir. Hem genik hem de genomik
SSR markorleri tiirler arasinda transfer edilebilir, ancak genik SSR markoérlerinin ilgili
tiirler arasinda transkripsiyon yapilmis bolgelerin korunmasi nedeniyle aktarilabilirlik
oranin yiiksek olmasi1 beklenmektedir (Kalia vd. 2011). Mikrosatallit markdorlerin farkli
tiirlere aktarilabilirligi ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. Bugday ve arpada gelistirilen
SSR markérlerin misir (Zea mays), yulaf (Avena sativa) ve celtik (Oryza sativa)
genotiplerine transfer edilebilirligi (Sipahi vd. 2016), celtikte (Oryza sativa L.)
gelistirilen SSR markérlerin 9 farklh geltik tiirtine transfer edilebilirligi (Ngangkham vd.
2019), mercimekte (L. culinaris Medik.) gelistirilen SSR markérlerin C. arietinum, C.
echinospermum, C. reticulatum, C. bijugum, C. pinnatifidium ve C. anatolicum gibi
nohut tiirlerine transfer edilebilirligi dogrulanmistir (Bakir, 2019). Bir tiirde gelistirilen

markdrlerin farkl tiirlere aktarilabilirligi ile ilgili 6rnekleri cogaltmak miimkiindiir.
1.3. Literatiir Degerlendirmesi

1.3.1. Mercimekte Genik ve Genomik SSR Markorii Gelistirmeye Yonelik

Cahismalar

Genomik SSR markorlerini gelistirmek amaciyla yapilan ilk genotip kiitiiphane
calismasi Hamwieh vd. (2005) tarafindan ILL5588 mercimek ¢esidinde (Lens
culinaris Medik.) yapilmistir. Bu ¢alismada (GT)10, (GA)10, (GC)10, (GAA)s, (TA)10
ve (TAA)s tekrar dizileri kullanilarak olusturulan kiitiiphanelerden 54 yeni SSR
markori gelistirilmis ve bunlardan 30’un da polimorfizim oranmin yiiksek oldugu
belirtilmistir. Bu SSR markérleri, AFLP markérleri ile Fusarium solgunlugu (Fusarim

wilt, Fw) 4 lokusunun tespiti i¢in haritalama ¢alismalarinda kullanmistir. SSR markort
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olan SSR59-2B markérii ve AFLP markdrii olan p7m30710 markorleri Fusarium
solgunlugu lokusu ile iliskili oldugu ve uzakliklarinin SSR59-2B markoriinde 8.0cm,
p7m30710 markérlerinde 3.5 cm oldugu bildirilmistir. Yine bu ¢alismada Fusarium

solgunluguna dayaniklilik lokusunun LG 6°da yer aldigini bildirmislerdir.

Hamwieh vd. (2009) tarafindan gelistirilen 14 adet polimorfik SSR markori,
mercimekte genetik ¢esitliligi tanimlamak igin 15 iilkeden toplanan 52’si yabani, 57’si
kiiltir olmak tizere toplam 109 genotipte test edilmistir. Test edilen 14 adet SSR
markori 182 allel olusturmus ve genetik ¢esitlilik katsayisinin yabani ¢esitlerde 0.16
ile 0.93 arasinda kiiltiir ¢esitlerinde ise 0.03 ile 0.87 arasinda degistigi bildirilmistir.
Filogenetik analizlerde kiiltiir ve yabani genotiplerin iki ayr1 gruba ayrildigi tespit
edilmistir. Yeni gelistirilen SSR markorlerinin genetik ¢esitlilik, 1slah programlarinda

ve genetik kaynaklarm korunmasi gibi ¢alisma alanlarinda biiyiik 6neme sahip oldugu
belirtilmistir.

Kaur vd. (2011), mercimekte (Lens culinaris Medik.) gelistirilen 192 adet EST-SSR
markoriinii 12 kiiltiir ve 1 yabani mercimek genotipinde test etmislerdir. Gelistirilen
192 EST-SSR markorden 166’sinin amplifikasyon gosterdigi, bunlardan ise % 47.5’in

polimorfizim gosterdigi bildirilmistir.

Verma vd. (2013), mercimekte yeni nesil sekanslama ile SSR markoérleri gelistirmek
amactyla 8.722 SSR dizi taramis ve 5.373 SSR markorii gelistirilmistir. Gelistirilen
markdrler arasinda validasyon analizleri i¢in rastgele 96 markor segilmis ve 82
(%85,4) markoriin amplifiye oldugu ve 23 markoriin ise polimorfik oldugu tespit
edilmistir. Amplifiye olan markorler arasinda 54 SSR markéri segilerek Medicago,
Vigna ve Glycine tiirlerine aktarilabilirlik test edilmistir. Aktarilabilirlik oraninin
%42.85 oldugu bildirilmistir.

Verma vd. (2014), mercimekte (Lens culinaris Medik.) GA/CT motifleri ile
zenginlestirilmis genomik kiitiiphanelerden SSR markorleri gelistirmistir. Calismada
151 mikrosatellit lokusundan 122 fonksiyonel SSR markorii  gelistirilmistir.
Gelistirilen markdrler kiiltliir ve yabani mercimekte toplam 28 genotipte ve diger 8
baklagil tiirtine ait 18 genotipte test edilmistir. Tiim lokuslar i¢in polimorfik bilgi
icerigi (PIC), 0.13 ile 0.99 arasinda degisirken ortalama 0.66 olarak tespit edilmistir.

Mercimek markdrlerinin diger 8 baklagil tiiriinde aktarilabilirlik oran1 % 69.70 ile en
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yiiksek T. alexandrinum tiiriinde % 12.12 ile en diistik Vigna radiata tiirtiinde oldugu

belirtilmistir.

Andeden vd. (2015), mercimekte SSR markorleri gelistirmek i¢in (CA)n, (GA)n,
(AAC)n ve (ATG)n tekrarlarint kullanarak dort genomik kiitiiphane olusturmustur.
Olusturulan kiitiiphanelerden 360 SSR markori gelistirilmis ve 15 Tirkiye orijinli
mercimek cesidinde test edilmistir. Gelistirilen SSR markorlerinden GA ve CT tekrar
motiflerini i¢erenlerin polimorfizm oraninin yiiksek oldugu belirtilmistir. Lokus basina
ortalama allel sayis1 sirasiyla 7.80 ve 6.55 olarak tespit edilmistir. Analizler sonucu
gelistirilen markdrlerden 78’si polimorfik bulunmus, lokus basina ortalama allel sayisi
5.1 olarak belirlenmistir. Polimorfizm orani en yiiksek 0.89 ile CULA 109 markoriinde
en diigiik ise 0.07 ile CULD309 markoriinde oldugu belirtilmistir.

Gupta vd. (2016), Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) veri tabanini kullanarak
9513 EST dizisinde 374 SSR tekrar1 tespit etmislerdir. Sentezlenen 312 markorler
arasindan, 219’unun mercimekte basarili bir sekilde amplifiye oldugu bildirilmistir.
Polimorfik primerleri belirlemek igin, Lens cinsine ait 24 genotip kullanilmis ve 57
markoriin - polimorfizm gosterdigi  bildirilmistir. Bu markdrlerin - molekiiler 1slah

calismalari i¢in kullanilabilir oldugu sonucuna varilmaistir.

Bakir ve Kahraman, (2019), mercimekte (Lens culinaris Medik.) AC/AG motifleri ile
zenginlestirilmis genomik kiitiiphanelerden SSR markorleri gelistirmistir. Gelistirilen
53 SSR markori 24 mercimek gesidinde test edilmis, 31 adedinin polimorfik oldugu
bildirilmistir. Gelistirilen SSR kullanilarak yapilan polimorfizm analizinde, toplamda
144 allel iretilmis ve lokus basina ortalama sayisinin 4.64 oldugu, ortalama
heterozigotluk oraninin ise 0.588 oldugu bildirilmistir. Polimorfizm bilgi igeriginin
0.194 ila 0.895 arasinda degistigi (ortalama 0.520) oldugu belirtilmistir. Bu yeni
gelistirilen SSR'larin, molekiiler 1slah, genetik ¢esitliligin degerlendirilmesi ve

popiilasyon ¢alismalari i¢in yararh araclar oldugu belirtilmistir.

Singh vd. 2019, mercimekte (Lens culinaris Medik.) gelistirilen 50 adet EST-SSR
markorii kiiltiir ve yabani olmak tizere 234 mercimek genotipinde ve 12 farkh
baklagilin 34 aksesinde test edilmistir. Gelistirilen 50 EST-SSR markdriinden 46’sinin

polimofik oldugu ve PIC degerlerinin 0.16-0.74 arasinda degistigi belirtilmistir.
Polimorfik olan 46 markoriin 12 farkli baklagil bitkisine aktarilabilirligi test edilmis ve
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en yiiksek aktarilabilirlik %54.3 ile piring fasulyesine (Vigna umbellata) ve en diisiik

%10.8 ile mas fasulyesine (Vigna radiata L.) olarak belirtilmistir.

Bugiine kadar mercimekte genomik kiitiiphaneler kullanilarak Hamwieh vd. (2005,
2009) tarafindan 44, Verma vd. (2014) tarafindan 33, Andeden vd. (2015) tarafinda
78 ve son olarak Bakir ve Kahraman, (2017) tarafindan 31 olmak tiizere toplam 186
polimorfik SSR markorii  gelistirilmistir.  Mercimekte genik temelli yapilan
calismalardan ise EST kokenli olarak Kaur vd. (2011) tarafindan 79, Gupta vd. (2016)
57 ve Singh vd. (2019) tarafindan 46 olmak tizere 182 polimorfik genik SSR markori
gelistirilmistir. Yeni nesil sekanslama teknolojileri ile Verma vd. (2013) tarafindan

gelistirilen SSR markorii ssayis1 23’ diir.

1.3.2. Diger Yemlik ve Yemeklik Baklagil Tiirlerinde Genik ve Genomik SSR

Markorii Gelistirmeye Yonelik Calismalar

Odeny vd. (2009), giivercin bezelyesine (Cajanus cajan) ait genomik kiitiiphanelerden
elde ettikleri 208 klonu sekanslamistir. Sekanslanan klonlardan 113 SSR primer
dizayn edilmis ve 24 giivercin bezelyesi genotipinde test edilmistir. Test edilen
markorlerin 35’inin polimorfik oldugu belirtilmistir. Tespit edilen toplam alel sayisi
110 ve lokus bagina ortalama allel saysinin 3.1 ile 2-6 arasinda degistigi, g6zlenen
heterezigotluk oraninin ise 0.07-0.76 arasinda degisiklik gosterdigi ve ortalama 0.4
oldugu goriilmiistiir. Calismada kullanilan SSR markérlerinin Cajanus cinsine ait

tiirlere aktarilabilirligi de ayrica test edilmistir.

Zhang vd. (2013), yiiriittiikleri ¢alismada soya fasulyesinde (Glycine max) gelistirilen
22 adet EST-SSR markoriinti 48 genotipte test etilmislerdir. Yaptiklar1 arastirmada
gelistirilen markorlerin %34.8’nin (22 adet EST-SSR) polimorfik oldugu, en fazla
tekrar eden tri-niikleotidlerin toplam motiflerin 50'sini olusturdugu tespit edilmistir.
Polimorfizm analizleri sonucunda, lokus basina ortalama allel sayis1 3.23 olmak iizere
71 allel tanimlanmig ve polimorfizm (PIC) degerleri ise 0.144 ile 0.630 arasinda
(ortalama 0.386) olarak tespit edilmistir. Ayni caligmada gozlenen heterozigotluk
degerlerinin 0.0196 ila 1.0000 arasinda ve ortalama 0.6092, beklenen heterozigotluk
degerlerinin 0.1502 ila 0.6840 arasinda (ortalama 0.4616) oldugu belirtilmistir.
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Raveendar vd. (2015), fig (Vicia sativa) i¢in yeni gelistirilen 36 SSR markoriini 23
Vicia tiirtinde 88 genotipte test etmislerdir. Gelistirilen 36 SSR markoriinden 35’inin
polimorfik olugu bildirilmistir. Tiirler aras1 ve alt tiirler arasinda en yiiksek
aktarilabilirlik oranlar karsilastirildiginda ilk sirada %82 ile V. sativa subsp nigra ve
ikinci sirada %33 ile V. ervilia’nin oldugu goriilmiistir. 22 Vicia tiirii i¢in ortalama
aktarilabilirlik oranm %52 olarak tespit edilmistir. Bu c¢alismada, her bir lokasyonda

tespit edilen allellerin sayisi 1 ila 17 arasinda degistigi (ortalama 6.3) belirtilmistir.

1.3.3. SSR Markorlerin Farkh Tiirlerde Kullanabilirliginin Arastirilmasina
Yonelik Calismalar

Peakall vd. (1998), soyada (Glycine max) 31 adet SSR markori gelistirmistir.
Gelistirilen SSR markorlerinin Glycine 'nin alt tiirleri olan G. falcata, G. clandestina,
G. microphylla tiirlerine ve Vicia, Vigna, Trifolium, Lupinus, Albizia ve Kennedia
tiirlerine aktarilabilirligi test edilmistir. Glycine’nin alt tiirlerinde test edilen 31 SSR
markoriinden 20’sinde amplifikasyon saglanmis ve %85'inin G. clandestina’de
polimorfik oldugu bulunmustur. Diger tiirlere aktarilabilirlik yiizdelerinin %13 ile
(Vigna), %3 (Vicia, Lupinus ve Albizia) arasinda degisiklik gosterdigi bildirilmistir.
Ayrica gelistirilen markorlerden AG81 markdriiniin test edilen tiirlerde korunmus
oldugu tespit edilmis ve bu durumu markoriin seryl-tRNA sentez genine yakin olmasi

ile agiklanabilecegini bildirmislerdir.

Kuleung vd. (2003), bugdayda (Triticum aestivum L.) ve cavdarda (Secale cereale L.)
sirast ile 148 SSR ve 28 SSR markorii gelistirilmigler ve bu markorlerin bugday
cavdar ve tritikale (X Triticosecale wittiack) arasinda aktarilabilirligi test edilmistir.
Bugdayda gelistirilen SSR markorlerinin ¢avdara transfer edilebilirligi %17, ¢avdarda
gelistirilen SSR markérlerin bugdaya transfer edilebilirligi %25 olarak belirlenmistir.
Bugdayda ve ¢avdarda gelistirilen SSR markérlerinin tritikaleye transfer edilebilirligi
ise sirastyla %58 ve %39 olarak tespit edilmistir. Bugdayda gelistirilen SSR
markorlerinin polimorfizm orani ortalama bugdayda 2.6, cavdarda 2.7 ve tritikalede
2.4 olarak belirlenmistir. Cavdarda gelistirilen SSR markorlerin polimorfizm orani
cavdarda ortalama 2.0 olarak bulunmus, bu markorlerin bugday ve tritikalede

polimorfizm gostermedigi bildirilmistir.
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Wang vd. (2005), bugday, celtik ve misirda 50’ser EST-SSR, sorgumda 30 EST-SSR
ve 30 genomik SSR markorii gelistirmiglerdir. Gelistirilen 210 SSR markérlerinin
Eleusine coracana, Paspalum vaginatum ve Cynodon dactylon yem bitkilerine
aktarilabilirligi test edilmistir. Test edilen yem bitkilerinde yeni gelistirilen bu SSR

markorlerin aktarilabilirliginin ortalama %57 oldugu bildirilmistir.

Gutierrez vd. (2005), M. truncatula'dan gelistirilen 209 EST-SSR ve 33 genomik SSR
markoriiniin nohut, bezelye ve bakla tirlerine aktarilabilirligi test edilmistir.
Gelistirilen 242 SSR markérlerin nohut, bezelye ve bakla tiirlerine aktarilabilirlik
oranlarinin sirasiyla %36.3, %37.6 ve %40 oldugu, EST-SSR markoérlerin
aktarilabilirlik oranmin %39 ile %43 arasinda degisiklik gostedigi ve genomik SSR

markorlerin aktarilabilirlik oraninin ise %21 ile %24 oldugu tespit edilmistir.

He vd. (2006), soyada gelistirilen 432 SSR markdriiniin yer fistigina (Arachis
hypogaea L.) aktarilabilirligini test etmislerdir. Yer fistiginda test edilen SSR
markérlerinin %25’inin aktarilabilir oldugu bulunmustur. Ilgili markérlerin yer fistig:

ile soya bitkilerinde haritalama ¢alismalarinda kullanilabilecegi bildirilmistir.

Jensen vd. (2007), Ingiliz ¢iminde Lolium perenne (¢ok yillik ¢im) gelistirilen 105
SSR markoériiniin bugdaygillerin (Poaceae) ii¢ alt familyasindan 7 grubu temsil eden
23 bugdaygil tiiriine transfer edilebilirligini test etmislerdir. Sonug olarak, transfer

oraninin %2 ile %96 arasinda degisiklik gosterdigini bildirmislerdir.

Choudhary vd. (2008) yaptiklar1 arastirmada nohuttan NCBI veri tabanindan elde
edilen EST-SSR dizisi ve olgunlasmamis nohut tohumlarindan 822 EST-SSR dizileri
taranarak 60 EST-SSR markorii gelistirilmistir. Alti yillik Cicer tiirleri arasinda
aktarilabilirlikleri % % 68.3 ile %96.6 arasinda degistigini ve 7 baklagil tiiriinde

aktarilabilirliginin ise %29.4 ile %61.7 oldugu sonucuna varmislardir.

Moon vd. (2008), tiitiinde (Nicotiana tabacum L.) 100 SSR markoérii gelistirmislerdir.
Gelistirilen markorlerden 5’inin yakin akraba tiirler olan N. otophora, N. sylvestris, N.
tomentosa, N. kawakamii ve N. tomentosiformis tiirlere aktarilabilirlikleri test edilmis

ve aktarilabilirlik oraninin %42 ila %56 arasinda degisiklik gosterdigi bildirilmistir.
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Gautami vd. (2009), yer fistiginda (Arachis hypogaea L.) gelistirilen 23 SSR
markoriinden 14’tniin  amplifikasyonu basarili  bir sekilde saglanmistir. PCR
optimizasyonu sonucunda 8 SSR markorii polimorfizm gosterdigi belirlenmistir.
Polimorfizm belirlenen SSR markérleri mas fasulyesi (Vigna radiata), boriilce (Vigna
uncuiculata), soya (Glycine max), fasulye (Phaseolus vulgaris), blackgram (Vigna
mungo), nohut (Cicer arietinum) ve yonca (Medicago sativa) tiirleri aktarilabilirlikleri
test edilmis ve aktarilabilirlik oraninin % 43 ile % 71 arasinda degisiklik gosterdigi

bildirilmistir.

Garcia-Moreno vd. (2010), aygiceginde gelistirilen 117 SSR markoriiniin - aspir
bitkisine transfer edilebilirligi test edilmistir. Gelistirilen markaorler aspir bitkisine ait 6

1slah hattinda test edilmis ve %16.2 (19) oraninda transfer edilebildigi belirlenmistir.

Hu vd. (2010) tarafindan hiyarda (Cucumis sativus) gelistirilmis 35 EST-SSR
markoriiniin kavun, karpuz, kabak ve sukabagina transfer edilebilirligi test edilmistir.
35 EST-SSR markdrden 28’nin g¢alistigmin ve aktarilabilirlik yiizdesinin sirasiyla
%92.9, % 57.1, % 53.6 ve % 60.7 oldugu belirtilmistir.

Jingade vd. (2014), nohutta (Cicer arietinum L.) gelistirilmis 201 SSR markoriiniin
diger baklagillere transfer edilebildigini test edildigi bildirilmistir. En yiiksek
aktarilabirlik oran1 %66.7 ile mas fasulyesi (Vigna radiata), % 66.2 ile Macrotyloma
uniflorum, % 62.7 ile soya, % 61.7 ile giivercin fasulyesi (Jajanus jajan) ve en diisiik

aktarilabilirlik oran1 %54.7 ile boriilce (Vigna uncuiculata) ait oldugu belirtilmistir.

Sipahi vd. (2016), arpa ve bugdayda Fusariim enfeksiyon kosullari altinda olusturulan
EST kiitiiphanelerinden gelistirilen SSR markorlerini 8 Aegilops, 6 Triticum tiirii ile,
Zea mays, Avena sativa ve Oryza sativa’yi igeren 17 tiirde test etmislerdir. Arpa igin
gelistirilen SSR markoérlerin belirtilen cins ve tiirlere aktarilabilirlik yiizdesinin %29
ile %100 arasinda degistigini, cinsler arasinda en yiiksek gegisin Avena sativa’da
(%100) ve Zea mays (%92) oldugunu bunlart sirast ile Triticum (%83), Aegilops
(68%) ve Oryza sativa (%8) takip ettigini bildirmislerdir. Bugdayda gelistirilen SSR
markorleri degerlendirildiginde, Triticum tiirleri iginde aktarilabilirlik yiizdelerinin
%70 ile %100 arasinda degistigi ve siras1 ile Hordeum’da %60, Oryza sativa’da %50,
Zea mays’ da %45, Avena sativa’ da %15 oldugu tespit edilmistir. Bugdayda
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gelistirilen 20 SSR markoriin ve arpa i¢in gelistirilen 12 SSR markoriin uzak tiirler

arasinda Yiiksek aktarilabilirlik gosterdigi bildirilmistir.

Chen vd. (2015), mas fasulyesinde toplam 500 EST-SSR ve genomik SSR gelistirmis
ve bunlardan sadece 58’i Dogu Asya’nin farkli bolgelerinden alinan 157 kiiltir ve
yabani mas fasulyelerinde cesitliligi degerlendirmek igin test edilmistir. Her bir lokus
icin ortalama allel sayis1 2.66, kiiltir mas fasulyesi i¢in ortalama PIC degeri 0.36,
yabani mas fasulyesi icin ise 0.25 oldugu belirtilmistir. Genomik SSR’larin ortalama
polimorfizm bilgi igeriginin 0.40, EST-SSR’larin ise 0.30 oldugu belirtilmistir.

Kaldate vd. (2017), Macrotyloma uniflarum L. bitkisinde gelistirilen 48 SSR
markdoriiniin M. sarghrwalensis, nohut (Cicer arietinum), boriilce (Vigna unuiculata),
mercimek (Lens culinaris), bezelye (Pisivum sativum), tiggiil (Trifolium prantense),
piring fasiilyesi (Vigna umbelleta) ve fasulye (Phaseolus vulgaris) belirtilen 9 ilgili
baklagil tiirinde aktarilabilirligi test edilmistir. Aktarilabilirlik orani en yiiksek P.
sativum’da (% 91.49) oldugu ve bunu siras1 ile T. prantense (% 53.19), V. umbelleta
(%40.43), V. muga, C. aritinum ve L. culinaris (%36,17), M. sarghrwalensis ve P.
vulgaris (%34.04) takip etmistir. Aktarilabilirlik oran1 en diisiik olarak ise %31.91 ile

V. unuiculata bulunmustur.

Ngangkham vd. (2019), tiirler arasi aktarilabilirlik oraninin potansiyelini aragtirmak
icin geltikte (Oryza sativa L.) gelistirilen 70 SSR markérii dokuz farkli genom tiiriinii
temsil eden 18 farkli ¢elitik genotipinde test etmistir. Aktarilabilirlik yiizdeleri O.
rufipogon igin % 97, O. Laberrima icin % 94.20, O. nivara i¢in % 92.80, Oryza sativa
sp. Indica ¢esidi Swarna i¢in % 92.80, O. longistaminata i¢in % 91.40, O. eichingeri
icin %90, O. barthii i¢in % 88.50, O. alta i¢in % 82.80, O. australiensis i¢in %77.10,
O. grandiglumis i¢in%74.20, O. Officinalis i¢in %74.20, Zizanialatifolia igin %70, O.
Latifolia i¢in %68.50, O. brachyantha i¢in %62.80, Leersia perrieri i¢in %57.10, O.
ridleyi i¢in %41.40 ve O. coarctata igin %28.50 oldugu sonucuna varmislardir.

Bakar, (2019), mercimekte gelistirilen 53 adet SSR markoriinii yabani ve kiiltiir olmak
tizere 32 nohut genotipine aktarilabilirligini test edilmistir. Gelistirilen markorlerin
nohut tiirlerine aktarilabilirlik oran1 C. arietinum i¢in %33.09, C. echinospermum igin
%37.7, C. reticulatum igin %35.8, C. bijugum i¢in %39.6, C. pinnatifidium i¢in %

18.8, C. anatolicum i¢in %15.09 ve tiim nohut tiirleri i¢in %11.3 oldugu bildirilmistir.



2.1. Bitki Materyali

2. BOLUM

GEREC VE YONTEM

Gelistirilen markorlerin polimorfizim oranlariin belirlenmesi ve diger baklagillere

transfer edilebilirliginin test edilmesi igin farkli arastirma merkezlerinden temin edilen

10 mercimek ¢esidi ile 32 adet diger baklagillere ait tescilli ¢esitler ve yabani tiirlere

ait genotipler olmak tizere toplam 42 genotip kullanilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Test edilen tescilli mercimek ve diger baklagil cesitleri

Tiir Ad1 No | Cesit Adx Tescil Merkezleri

L GAP Uluslararasi Tarimsal

1 Tigris o .

Aragtirma ve Egitim Merkezi
2 Sevran-96 GAP Uluslararasi Tarimsal

y Arastirma ve Egitim Merkezi
GAP Uluslararasi Tarimsal

3 | Altn toprak Aragtirma ve Egitim Merkezi
) GAP Uluslararasi Tarimsal

4 Yerli Kirmizi

Arastirma ve Egitim Merkezi

Tarla Bitkileri Merkez Arastirma

L.culinaris Medik. 5 | Kafkas Enstitiisii
6 | Ankara yesili Tarla} "]3.1.tkller1 Merkez Arastirma
Enstitiisu
Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
7 | Ceren -
Enstitiisu
Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma
8 | Erzurum-89 Enstitiisii Midiirligi
Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma
9 | Emre-20 Enstitiisii Miidiirligii
) Gegit Kusagr Tarimsal Arastirma
10 | Sazak-91 Enstitiisii Miidiirligii
Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
11 | Berrak Enstitiisii Miidiirligii
P. vulgaris 12 | 4F-89 Fransiz Geg1.t "K.l.lsag.l "Taflvr?sal Arastirma
Enstitiisii Miidiirligi
13 | Eresen-87 Ege Tarimsal Aragtirma Enstitiisii
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V. faba Midiirlagi
14 | Filiz-99 Ege :Faflfl}sal Arastirma Enstitiisii
Miidiirligi
15 | Nazlican Dogg 'Akdet}.lzuTa.l.rversal Arastirma
Enstitiisii Miidiirligi
G. max = -
16 | Tiirksoy Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii Midirligi
Akdeniz Universitesi
17113 Ziraat Fakiiltesi
P. sativum 18 | 14 Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi
V. sativa 19 | Yiicel Dogl.l .Akdel.l.lz..T?.rfrPsal Aragtirma
Enstitlisti Miidiirligi
V. narbonensis 20 | Tarman-2002 Tarla.l B .l.tkﬂ?rl.. M.?r}{ez Aragtirma
Enstitiisti Midiirligi
V. sativa 21 | Ankara Moru-08 Tarla.l B .l.tkﬂ?rl.. M.?r}{ez Aragtirma
Enstitiisti Midiirligi
V. pannocina 29 | Kansur Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
P Enstitiisii Miidiirliigii
. Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
V. villosa 23 | Selguklu-2002 Enstitiisii Midirligi
. - Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
V. villosa 24 | Segmen-2002 Enstitiisii Midirligi
0. sativa L. 25 | Ozerbey Eﬁrsla Bitkileri Merkez Arastirma
T. pratense 26 | Dadas Cayir Ucgiilii ]E)r?sgu Anadolu Tarimsal Arastirma
. Gegit Kusagr Tarimsal Arastirma
M. sativa L. 27 | Sazova Merkezi
. Akdeniz Universitesi
C. bijugum 28 | AWC-6 Tarla Bitkileri Boliimii
. Akdeniz Universitesi
C. echinospermum | 29 | AWC-306 Tarla Bitkileri BSlimii
. Akdeniz Universitesi
C. echinospermum | 30 | AWC-307 Tarla Bitkileri Béliimii
. Akdeniz Universitesi
C. reticulatum 31 | AWC-605 Tarla Bitkileri Boliimii
. Akdeniz Universitesi
C. reticulatum 32 | AWC-609 Tarla Bitkileri Boliimii
. Akdeniz Universitesi
C. reticulatum 33 | AWC-610 Tarla Bitkileri BSlimii
. Akdeniz Universitesi
C. reticulatum 34 | AWC-613 Tarla Bitkileri BSlimii
. Akdeniz Universitesi
C. reticulatum 35 | AWC-614 Tarla Bitkileri BSlimii
. . Harran Universitesi
C.reticulatum | 36 | Bari Tarla Bitkileri Boliimii
C. reticulatum 37 | Cudi Harran Universitesi
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Tarla Bitkileri Bolumi

C. reticulatum 38 | Kesen

Harran Universitesi
Tarla Bitkileri Bolumii

C. pinnatifidum 39 | AWC-500

Akdeniz Universitesi
Tarla Bitkileri Bolimii

C. pinnatifidum 40 | AWC-503

Akdeniz Universitesi
Tarla Bitkileri Bolimii

Erciyes Universitesi

C. anatolicum 41 | K621 Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii
, Erciyes Universitesi
C. anatolicum 42 | K630 Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii
2.2. Yontem

2.2.1. DNA izolasyonu

Kontrollii kosullarda 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlhikta 23 °C sicakihk altinda

viyollerde 15 giin siire ile gelisimleri saglanan bitkilerden toprak tistii kisimlari

toplanarak Lefort vd. (1998) tarafindan gelistirilen protokole gére DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.

DNA izolasyon protokolii (Lefort vd. 1998):

Geng yaprak veya siirgilin ucu siv1 azotla ezildi.

100 mg yaprak dokusuna DNA ekstraksiyon soliisyonudan (50ml-son
konsantrasyon 50mM TRIS (pH 8.0), 50mM EDTA (pH 8.0), 0.4 M LiCl, %1
CTAB, %2 PVP, % 0.5 TWEEN 20) 1 ml eklendi.

Ornek basima 10 pl 2-Merkaptoethanol eklendi.

65°C de ara sira ¢alkalanarak 15 dk eklendi.

Oda kosullarina sogutulan 6rneklere 0.5 ml kloroform/isoamil alkol (24:1)
karisimu eklenerek, 30 dk buz tizerinde bekletildi.

14000 rpm de 5 dk santrifiij edildi.

Ust siv1 (siipernatant) temiz bir ependorf tiipe aktarilir ve iizerine 0.8 ml
isopropanol eklendi.

Ornekler 15-20dk buz iizerinde tutularak 14000 rpm de 1dk santrifiij edilir, iist
stv1 atildi.

Pellet (alt kat1) tizerine 1 ml %70 lik ethanol eklenerek 14000 rpm de 2 dk
santrifiij edildi.

Etanol uzaklastirilarak pellet kurutulur ve pellet 50-100ul TE (pH 8) veya H,O
(niikleaz free)’da ¢oziildi.
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izole edilen DNA’lar %1°lik agaroz jelde 80 Voltta 30 dakika yiiriitiilmiis ve BioSpec-
nano spektrofotometre cihazinda DNA'larin  safliklart  ve konsantrasyonlari

belirlenmistir.
2.2.2. Kiitiiphanelerin Olusturulmasi

‘Mercimekte (L. culinaris Medik.) AG ve AC Mikrosatellitlerince Zenginlestirilmis
Genomik Kiitliphanelerden Yeni SSRs (Simple Sequence Repeats) Markorlerin
Gelistirilmesi (TUBITAK, Proje No: 2150088)’ projesi kapsaminda hazirlanan
kolonilerden, asagidaki protokol kullanilarak kiitiiphaneler/gliserol  stoklari

olusturulmustur.

e Platelere (Nunc marka) 150 ul TB (Terrific Broth) ve Ampisillin (50 mg/ml)
soliisyonu karigimindan konulmustur.

e Her bir kuyucuga ayr1 ayr1 bir rekombinant (beyaz) koloni steril
(otoklavlanmis) yuvarlak kiirdanlar kullanilarak aktarilmistir.

e Tiim kiirdanlar plate den bir diizene gore uzaklastirilmistir.

e Plate non-sterile gozenekli seal film (AeraSeal B-100) kullanilarak
kapatilmistir.

e Plate calkalayicili inkiibatorde 300 rpm’de 37°C’de 12-17 saat inkiibe
edilmistir.

e Inkiibasyonu takiben hiicre gelisimi tamamlanan platelere 50 ul %75’lik steril
gliserol eklenmistir.

e Plateler gozenekli olmayan seal ile kaplanarak hafifce vortexlenmistir.

e Stoklar plazmidlerin ¢ogaltilmasi asamasina kadar —80° C de saklanmustir.
2.2.3. Mikrosatellit iceren Pozitif Klonlarin Belirlenmesi

Gliserol stoklar1 hazirlandiktan sonra SSR motifi igeren hiicreleri belirlemek igin
Koloni PCR reksiyonu Bloor vd. (2001) tarafindan uygulanan protokol iizerinde bazi
degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir (Tablo 2.2). PCR iirlinleri %?2’lik jelde
kontrol edilmis ve iki veya daha fazla bant igeren klonlar belirlenmis ve plazmidlerin

cogaltildigi TempliPhi kiti (Amersham) ile amplifikasyon agamasina gegilmistir.
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Tablo 2.2. Koloni PCR reaksiyonu kosullari

Hiicre solusyonu (gliserol stogu 1-10) Il

10X Buffer 2l

Taq DNA polimeraz (5u/ ul) 0,25ul

dNTP (2,5 mM) 1wl 94°C 2dk
MgCI2 (25mM) 2ul 95°C 45sn
SSRLIBF3 (10 pmol) 25ul Tm 45sn }35 dongi
AG oligoniikleotit (10pmol) 2,5ul  72°C 1dk

AC oligoniikleotit (10pmol) 2,5ul  72°C 10dk

Su 8,75ul

Toplam 20 pl

SSRLIBR3 Primeri 5°—3

SSRLIBR3 F CGGGAGAGCAAGGAAGGAGT

2.2.4. Plazmidlerin Cogaltilmasi

Plazmid izolasyonu yapilmaksizin plazmidler TempliPhi Amplifikasyon Kiti

(Amersham) kullanilarak kit protokoliine gore asagidaki gibi cogaltilmustir.

e -80°C’ de saklanan hiicre stoklarmmin buz iizerinde yaklasik 2 saat boyunca
¢Oziinmesi saglanmugtir.

e Hiicreler PCR plate’ine aktarilmadan 6nce 4 dk boyunca hafif¢e vortekslenmistir.

e Denatiire buffer buz iizerinde eritildikten sonra 5ul PCR plate’lerine aktarilmigtir.

e Hiicreler baska bir plate igerisinde 1/50 oraninda steril su ile seyreltilmistir (1pul
hiicre: 49 pl su).

e Seyreltilen hiicreler 4 dk boyunca vortekslenmistir.

e Seyreltilmis hiicrelerden 1.3 pl alinip denatiire buffer bulunan plate’lere aktarilip
hizli devirde 1 dk vortekslenmistir.

e PCR plate’nin fizeri silikon mat seal ile kaplandiktan sonra 95°C’ de 3dk.
denatiire edilip hemen buz {izerine alinmistir.

e Plate’ler soguduktan sonra 5 pl TempliPhi premix eklenmis, iizerleri sealla
kaplandiktan sonra 3 dk vortkeslenip, sonra santrifiij edilmistir.

e Plate’ ler nemli havlu kagitla kaplanmis saklama kutularina yerlestirilip 14-18 saat
37°C’ de inkiibasyona birakilmistir.

e Bu siirenin sonunda 65°C’ de 10 dk. bekletilip hemen buz iizerine alinmis ve dizi

analizi asamasina gegilmistir.
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2.2.5. Dizi Analizi

TempliPhi agamas ile ¢ogaltilan plazmidlerin dizi analizi BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems Foster City, CA, USA) ile Tablo 2.3’deki
protokole gore gerceklestirilmistir.

Tablo 2.3. Dizi analizi PCR reaksiyonu kosullari

Hiicre 2l (10-  96°C 5dk
50 ng)
M13 primeri (0.8 pmol/uL) 1.5 ul 94°C 30sn
BigDye® Direct PCR 5.0 ul 62°C 45sn } 35dongi
Master Mix
su 1.5 uL 68°C 45sn
Toplam 10.0 pl 72°C 2dk
M13 Primerleri 5—-3
M13 F TGTAAAACGACGGCCAGT
M13 R CAGGAAACAGCTATGACC

Dizi analizi reaksiyonu sonrast PCR iiriinleri BigDye XTerminator® Purification Kiti
kullanilarak purifiye edilmistir. Bunun i¢in 6rnek basina 45ul SAM™ solusyonu ve
10ul XTerminator® soliisyonu olacak sekilde 55 pl karisim olusturularak 6rneklere
ilave edilmistir. Daha sonra 2200 rpm de 30 dk vortekslenip yaklagik 3000 rpm’de 2
dk. spin edilerek ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) cihazina

yiiklenmis ve sekans goriintiileri elde edilmistir.
2.2.6. Mikrosatellitleri iceren Dizilerin Analizi ve Primer Dizaym

Dizi analizi sonrasi elde edilen dizilerden plazmid dizilerini belirlemek ve temizlemek
icin Vecscreen (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/) programi kullanilmistir.
Dizi fazlaliklarinin ¢ikartilip (girtilti, kirlilik vb.) verilerin islenmesi i¢in ise CAP3
programi (http://doua.prabi.fr/software/cap3) (Huang ve Madan 1999) kullanilmstir.
Dublike diziler BioEdit (Hall,1997) programi kullanilarak belirlenmis ve ¢ikartilmistir.
Elde edilen mikrosatellit tekrarlarinin yerleri SSRIT (http://archive.gramene.org/db/
markers/ssrtool) (Temnykh vd. 2001) programi ile belirlenmistir. Dintikleotit tekrarlari
i¢cin en az bes, triniikleotit tekrarlar1 i¢in en az ii¢ ve daha fazla tekrar igeren dizileri igin

Primer3 programi (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Koressaar ve Remm 2007;


http://archive.gramene.org/db/%20markers/ssrtool
http://archive.gramene.org/db/%20markers/ssrtool
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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Untergasser vd. 2012) ve BatchPrimer3 (https://probes.pw.usda.gov/batchprimer3/)
(You vd. 2008) kullanilarak primer dizayn edilmistir.

2.2.7. Gelistirilen SSR Markorlerinin Test Edilmesi

Gelistirilen SSR primerleri ilk asamada, Tigris ve Seyran-96 mercimek c¢esitleri
kullanilarak Tablo 2.4.’de verilen reaksiyon kosullarina Kkullanilarak optimize
edilmisir. Bant biiyiikliiklerini belirlemek i¢in PCR iiriinleri %2’lik agoroz jelde
yiiriitillmiis ve fazla bant verenler ve amplifkasyon araligi 100-500 bp disinda olanlar

belirlenmistir.

Tablo 2.4. SSR PCR’1 reaksiyon kosullar

DNA (200ng) 3ul

PCR buffer (5X) 2l 94°C 3 dk

dNTP (2,5mM) 1,6 ul 94°C 1 dk

Primer F(10puM) lul Tm°C 1dk 5 dongii
Primer R(10uM) 1ul 72°C 2dk

MgCl, (25mM) 0,6l 72 °C 5dk

Tag DNA polimeraz (5u/pl) (Fermantase) 1 ul

Su -

Toplam 10 pl

Ikinci asamada ise, isaretli primerler ile Tablo 2.5.°de verilen PCR reaksiyonu
kullanilarak gelistirilen markorlerin polimorfizm oranlar1 tespit edilmistir. PCR
tirtinleri isaretlemede kullanilan floresan boyalara gore farkli oranlarda (1:5, 1:10 gibi)
seyreltilmis, iizerlerine 0.2-0.5ul Gene Scan™ 600 LIZ" size standart eklendikten
sonra yiikkleme buffer (Hi-Di™ Formamide) ile 10 ul’ye tamamlanarak, Applied
Biosystems® 3500 Genetik Analiz Sisteminde elektroforez edilmistir. Daha sonra
GENEMAPPER (Applied Biosystems) software kullanilarak her bir lokusa ait pikler
degerlendirilmis, istatistik analizleri i¢in hazir hale getirilmistir. IDENTITY 1.0
(Wagner ve Sefc, 1999) adli yazilim programu ile her bir lokustaki allellerin sayis1 (n),
allel frekansi, beklenen heterozigotluk (He) ve gozlenen heterozigotluk (Ho),
tanimlama olasiligt (PIC) Paetkau vd. (1995) tarafindan belirtildigi gibi tespit

edilmistir.
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Tablo 2.5. Isaretli M13 primeri ile PCR reaksiyonu kosullar:

DNA (15ng) 6 ul

PCR buffer (5X) 3l 94°C 3 dk

dNTP (2,5mM) 0,75ul  94°C 1dk

Primer F (5uM) (isaretli) 0,75ul Tm°C 1dk } 35 dongii
Primer R (5uM) 0,75ul 72°C 2dk

MgCl, (25mM) 1,2 ul 72 °C 5dk

Taq DNA polimeraz (5u/pl) I ul

(Fermantase)

Su 0,8 ul

Toplam 15 pl

2.2.8 istatistik Analizleri

Gelistirilen her bir mercimek SSR lokusu i¢in, beklenen heterozigotluk (He), gézlenen
heterozigotluk (Ho) ve polimorfizm bilgi igerigi (PIC) hesaplanmistir. Beklenen
heterozigotluk (He=1-Ypi2) (Nei, 1973), gozlenen heterozigotluk direkt sayimdan ve
polimorfizm bilgi igerigi (PIC=1->p2i-> p2) (Botstein vd. 1980) PowerMarker v.3.25
(Liu ve Muse, 2005) programi kullanilarak hesaplanmistir. Diger baklagil tiirlerinde
test edilen ve temiz bant veren lokuslar i¢inde tiir bazinda ayni hesaplamalar

gerceklestirilmistir.



3.BOLUM

BULGULAR

3.1. DNA Izolasyon Sonugclar:

Izole edilen DNA’larin kalite kontrolleri %1°lik agaroz jelde gorsel olarak (Sekil 3.1),
spektrofotometrik dl¢timleri ise, BioSpec-nano’ da DNA safligi (260/280-260/230) ve
miktar1 icin BioSpec-nano’cihaznda gergeklestirilmistir. Olgiimler 3 tekrarli olarak
yapilmustir (Tablo 3.1). Agaroz jel ve spektrofotometre degerlerine bakildiginda DNA
biitiinliigiiniin korundugu, miktarlarinin yeterli oldugu ve saflik sinirlarinin ise olmasi

gereken 1.81 — 2.1 degerleri arasinda bulundugu goériilmektedir.
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Sekil 3.1. Mercimek ve diger baklagil gesitlerine ait DNA izolasyonun %1’lik

jel goriintiisii
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Tablo 3.1. Mercimek ve diger baklagil gesitlerine ait DNA’larin miktar ve saflik
degerlerinin ii¢ tekrarl 6lglim verileri

Cesit ng/ul 260/ | 260/ Cesit Adr ng/ul 260/ | 260/
Adi 230 280 230 280
856,68 2,08 | 2,02 1156,44 1,86 | 2,04

Tigris 854,63 2,04 | 2,06 Kansur 1141,45 1,87 | 2,01
851,04 2,04 | 2,08 1123,59 1,88 | 2,01

1924,17 1,85 | 2,12 1055,53 2,09 | 2,00

Seyran- 1917,51 1,86 | 2,08 Selguklu- 1028,42 2,07 | 2,07
96 1883,75 1,86 | 2,07 2002 1039,03 2,09 | 2,02
1826,79 1,89 | 2,01 1625,62 2,06 | 2,01

Altin 1777,88 1,92 | 2,00 Segmen- 1624,38 2,06 | 2,08
toprak 1775,43 1,95 2,03 2002 1628,89 2,06 2,07
835,53 1,82 | 2,03 1576,10 2,15 | 2,06

Yerli 837,09 1,83 | 2,01 Ozerbey 1543,61 2,15 | 2,06
Kirmizi 835,23 1,83 | 2,00 1580,86 2,16 | 2,00
762,69 191 | 2,05 Dadas 1464,57 2,06 | 1,98

Kafkas 761,66 191 | 2,09 Cayir 1492,42 2,07 | 1,97
762,83 191 | 2,08 Uggiilii 1455,27 2,06 | 1,98

606,79 2,09 | 2,05 1958,40 1,87 | 2,03

Ankara 610,67 2,02 | 2,08 Sazova 1951,37 1,85 | 2,03
yesili 615,51 2,01 | 2,09 1934,79 1,87 | 2,07
2306,23 2,05 | 2,01 576,98 1,88 | 2,26

Ceren 2194,71 2,06 | 2,04 AWC-6 518,03 1,86 | 2,20
2058,98 2,07 | 2,01 520,51 1,88 | 2,26

1708,48 2,07 | 2,01 1387,48 2,03 | 2,09

Erzurum- | 1681,26 2,07 | 2,09 | AWC-306 1365,19 2,09 | 2,06
89 1666,54 2,07 | 2,09 1409,63 2,07 | 2,09
1044,51 1,88 | 1,94 880,73 2,06 | 2,00

Emre-20 1048,79 1,86 | 1,94 | AWC-307 899,29 2,05 | 2,04
1043,81 1,84 | 1,93 952,26 2,05 | 2,04

888,18 2,03 | 2,10 2250,50 1,93 | 2,07

Sazak-91 909,03 2,04 | 2,08 | AWC-605 2204,53 1,89 | 2,07
899,85 2,05 | 2,07 2201,05 1,87 | 2,07

568,51 1,97 | 2,13 1031,31 1,95 | 2,09

Berrak 567,18 1,97 | 2,12 | AWC-609 1057,61 197 | 2,02
570,99 1,97 | 2,11 1042,80 1,97 | 2,03

1990,37 2,07 | 2,02 2045,67 190 | 2,37

4F-89 1965,21 2,06 | 2,03 | AWC-610 2039,61 1,89 | 2,38
Fransiz 1944,63 2,08 | 2,03 2030,60 1,88 | 2,37
3887,75 1,87 1,85 794,28 2,14 | 2,02

Eresen- 3881,41 1,92 1,86 | AWC-613 768,15 2,14 | 2,01
87 3886,78 1,84 | 1,83 769,11 2,14 | 2,02
2389,97 2,05 | 2,03 1587,46 1,85 | 2,00

Filiz-99 2802,69 2,03 | 2,05 | AWC-614 1554,48 1,83 | 2,08
1904,84 2,10 | 2,00 1546,63 1,85 | 2,06
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149082 | 1.82 | 2.07 48856 | 2,09 | 202
Nazlican | 147832 | 1,82 | 2,08 Bari 491,13 | 213 | 2,06
146734 | 1,81 | 2,00 48526 | 211 | 2,05
129755 | 1,89 | 2.06 972,73 | 1,90 | 2,08
Tirksoy [7120336 | 1,92 | 2,06 Cudi 91818 | 1,01 | 2,06
1286,30 | 1,88 | 2.06 92567 | 1,91 | 2,05
282866 | 1,95 | 2,05 45111 | 2,02 | 2,09
13°u 286514 | 1,93 | 2,05 Kesen 45471 | 2,02 | 202
genotip 284554 | 1,98 | 205 435,16 2,02 | 200
373632 | 2,07 | 2,00 118464 | 2,01 | 2,04
14’lu 366605 | 2,06 | 204 | AWC-500 151636 | 2,00 | 2,08
genotip 362344 | 2,01 | 203 989.62 | 2,00 | 2,07
228394 | 2,00 | 2,03 57099 | 2,01 | 2,04
Yiicel 2302,33 | 2,02 [208 | AWC-503 | 53363 |[2,00 [2,02
231801 | 2,03 | 2,07 49879 | 201 | 2,09
. 178870 | 1,81 | 2,05 97979 | 2,08 | 214
arman-
2002 | 178955 | 180 | 204 | K62l 97821 | 2,08 | 2,16
191459 | 1,89 | 2,06 1001,36 | 2,09 | 2,17
160321 | 1,97 | 2,04 154618 | 2,05 | 2,01
Ankara 157802 | 1.98 | 2.04 K630 155449 | 2,03 | 2.08
Moru-08 157139 | 1,98 | 2,04 156275 | 2.03 | 2.10

3.2 Mikrosatalitleri iceren Pozitif Klonlarin Belirlenmesi

Tez galismasinda Techen vd. (2010) tarafindan gelistirilen metot kullanilarak toplam
250 adet kiitiiphane olusturulmustur. Tekrar motiflerini iceren klonlar1 belirlemek igin
koloni PCR reaksiyonu (Bloor vd. (2001) iirtinleri %2’lik jelde kontrol edilmis ve iki
veya daha fazla bant igeren klonlarin mikrosatellit igeren pozitif klonlar olarak
belirlenmistir (Sekil 3.2). PCR reaksiyon sonucunda taranan 250 kiitiphanenin 37
adedinin SSR icerdigi belirlenmistir. Bu 37 adet SSR iceren kiitiiphane
sekanslandiginda ise, 4’tiniin duplike oldugu goriilmiis ve diziler ¢ikartilarak geri kalan
33 dizi i¢in primerler dizayn edilmistir. SSR motifi i¢eren dizi analizi sonuglarina ait

ornek gortintl Sekil 3.3’de sunulmustur.
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M la 1Ib 1c 1d le

M 4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g ATy e DT e 5T Sh 6a 6b 6¢c 6d 6e 6f 6g 6h M

M 7a 76 7c 7d 7e 7f 7g 7h

Sekil 3.2. Tekrar iceren klonlara ait ornek agaroz jel goriintiisii (%2), M: ladder
(100bp), (1a, 1¢ ve 1b klon numaralarini temsil etmektedir).
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Sekil 3.3. SSR bolgesi igeren dizilere ait drnek goriintiiler klonlar sirasiyla, P10-7E, P9-
9D, P10-7B, P8-1D, P9-12C
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3.3. Mikrosatellit Motiflerinin Karakterizasyonu

Hizalama analizleri sonras1 BioEdit (Hall, 1997), programui ile primer dizayn edilebilir
olan 33 dizinin toplamda 120 adet SSR motifi igerdigi belirlenmistir. Mikrosatellit
tekrarlarinin ¢ogunlukla diniikleotit tekrari icerdigi, triniikleotitlerin azinlikta oldugu
ve genellikle miikemmel olmayan tekrarlarin iginde yer aldigi goriilmustiir.
Tetraniikleotit tekrarlar1 ise sayica az olmakla birlikte, genellikle iki veya 3 tekrar
icerdiginden dolay1r primer sentezi i¢in kullanilmamistir. Az sayida triniikleotit ve
tetraniikleotit tekrarina rastlanmasinda kullanilan metot ile iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir. Zira metodun gelistirildigi yayinda bu durum vurgulanmis (Techen
vd. 2010), bu metot kullanilarak daha ¢ok diniikleotit tekrarlarinin izole edilebilecegi
bildirilmistir. SSR primeri dizayn edilebilir olarak degerlendirilen 33 dizide belirlenen
120 SSR motifi tekrar1 i¢in 33 SSR markorii dizayn edilmistir (Tablo 3.3). Dizilerdeki
her bir tekrar bolgesi icin ayr1 ayr1 primer dizayni yapilmasi, sentezlenen primerlerin
haritalama caligmalarinda ayni bolgeye baglanmasi agisindan anlamsiz olacagi igin
tercih edilmemistir. Gelistirilen 33 SSR markdriinden %78.8'1 miikemmel olmayan
tekrarlari, % 15.2'si diniikleotit miikemmel tekrarlarini, % 6'i ise birlesik tekrarlar

icermektedir (Tablo 3.2).



Tablo 3.2. Dizi analizi sonrasi belirlenen mikrosatellit tekrarlari

Mikrosatellit ¢esidi Mikrosatelit tekrar motifi Adet Toplam
Dintikleotit miikemmel tekrar1 TG/AC 0/1 1
GAICT 2/0 2
AG/TC 1/1 2
GT/CA 0/0 0
Trintikleotit - - -
Tetraniikleotit - - -
Pentantikleotit - - -
Birlesik tekrarlar (CT)sCG(CT)3 2 2
Miikemmel olmayan tekrarlar - 26 26
Toplam 33 33
Tablo 3.3. Gelistirilen mercimek SSR markérleri ve bu markérlere ait bilgiler
Lokus Adi 5 -3 Tekrar Klon |B¢ |Tm
(C)
Lc MCu68F [TGTAGTGGTGAAATGAAGCA (AT)4. (GA)9 (GA)3.(GA)4 (TG)3 impert P6 5B |359 |58
Lc MCu68R [TCATCACTGACAAGTCACTACC
Lc MCu69F |GAGCGTGAATGAGAGAGAGA  [(GA)3.(GA)3 (GA)s (GA)4. (GA)6 imperf P6-5H 197 |55
Lc MCu69R |CGGTCGTTTCATTCTAAAAG
Lc MCu70F |AGTTGGAAACCCTGATTTG (GA)9..(TA)3 impert P6-9C |176 |55
Lc MCu70R |GCCAACTAGTCCATTCGTTA
Lc MCu7lF [CTCTCTAACACTATCACGCTCA ((TC)4 (TC)3 (CT)s (TC)s. (TC)3.(TC)zimpert P6-11C |282 |60
Lc MCu7lR |GAAGGAGTAGACAGGGAGAAG
Lc MCu72F |IAAGAACAGAGCAATGGAAGA  [(AG)s.(AG)3 (AG)s (AG)3. (AG)3 imperf P6-11G |207 | -
Lc MCu72R |JAAGACAAATGTTGCCTCCTA
Lc MCu73F [TGGGACTTGAGAGAAGATTG (GA)3:4T(GA)3GAT(GA)3 (GTAT);G3A(GT)3 (G [P6-12A [209 |58
T)S..(GT)3 imperf
Lc MCu73R |GTCTCTCTCCCTCCTCATTT




Lc MCu74F |GTGGAAAACCCTAATTCCTT (CT)6.(CT)4.(TC)3.(CT)3.(CT)3.(TC)s impert P6-12C [283 |55

Lc MCu74R |IAGTTGCCGGAGAGAGAAT

Lc MCu75F [TCACGTCTTCTAGGAAGTCTCT |[(CCG)s. (TC)s... (TC)2T(TC)3 impert P8-1D [296 |55

Lc MCu75R |ATTGAGGATCCTGAGGTTG

Lc MCu76F [TCAACTTCTTCTCCCTACCA (CT)17(AC);.(TC)3.(CTT)3 impert P8-3E |175 | -

Lc MCu76rR [CTACAAAGTTCCCAAGGTCA

Lc MCU77F  |GATGAGAGAGGGAGAATGAGT [(GA)sTA(GA),.(GA)s. (GA)4 impert P8-5D [270 |55

Lc MCu77R |[CCAAACCCAGTTCACACATA

Lc MCu78F |GGTTGGGTGACAGTGAGA (GA)s.(GA)s. (GA)3.(GA)3.(GA)4.(GA)s impert P8-5E [195 |50

Lc MCu78R |IAACGAAGGAGTCCCAAAC

Lc MCu79 F |AGGTGGATTCATGTATGCTT (GA);.(GA)s. (GA)4. (GA)s. (GA)s. (GA)zimpert | P8-6D [296 | 55

Lc MCu79R [CATACACGGAAGAGGAAAAA

Lc MCu80F |[GGAATCTAACTGCAAAATCG (AC)12pert P8-8A |368 | 58

Lc MCu80R |[CACGTAAAGATGACTTTCTCAC

Lc MCu81F [CCCTTTTCAAGATAGGGAAT (GA)17pret P8-8F |245 |52

Lc MCu81R [TTGGAACATCTTGTTCATCA

Lc MCu82F |ACACGTACAGCACAAACTCA  [(TA)s. (CT)s. (CT)s. (CT)s. (CT)s.(CA)s.(CT)s.( | P8-9F [387 | -
CT)4..(CA)4 imperf

Lc MCu82R |AGTTGTATGGGTGGAGAATG

Lc MCu83F |ATCCTAAGCAAAGAATGACG  [(GA)4(GA):.(GA)s. (GA)s. (GA)s impert P9-1C (388 |55

Lc MCu83R |AAGGAGTCCACATACAAAACC

Lc MCu84F |ATCGTGTTTGCGCGTGAAT (GA)s. (GA)s. (GA)s.(GA)s. (GA)s. (GA)s impert | P9-3G 248 | 52

Lc MCu84R |ACAACAAAGGGTGGAAAAC

Lc MCu85F |CAGTCGTTTCATTCTCTTCC (CT)s. (CT)3.(TC)5.(CT)sCA(TC)s3 impert P9-6A [249 |55

Lc MCu85R [GAGTACGGAACCGGAGAT

Lc MCu86F |GTTGCTTACCATCCACATTT (GA)3. (GA)s.(GA)4. (GA)s.. (GA)20 impert P9-8F (283 |58

Lc MCu86rR [GGAGTCTCTTAAACGCTCTCT

Lc MCu87F |ACCCCTTTAGGGAATTACAC (TC)1spert P9-9D |155 |53

Lc MCu87R |[AGGAGTCTTTTGTTGCAAAT

Lc MCu88F |GCTGTATCACTAACTGTGATGT |((TTC)4. . (GA)10 impert P9-11E 292 |55




Lc MCu88R |GGCTCCTTTGTAGAAGAAAGA
Lc MCu89F |CCATGGACCTTCCACTTAG (TC)s. (TC)eA(TC)s.(TC)3 impert P9-12C |151 |55
Lc MCu89R |CAAGGTGCGATTGAGTTTAT

Lc MCU90F |AGGCTTTGACATATGGTAGG  |(GA)s.(AG)s.(AG)s.(AG)s.(AG)s.(AG)simper PO-12D |154 |58
Lc MCu90R [TAATGCACACACGTACTGCT

Lc MCu9lF |AAAATGATGCTTGGTTTTGT (GA),AAG):AT(AG);.(GA)s. (GT)3 impert P10-1G |202 |58
Lc MCu91R |CCACAACCCCCTAACATAC

Lc MCU92F [TGTGGGAGATTTCCAAGAC (TA)s. (CTAT)2(CT)s. (AAG)3 impert P10-2D |294 |58
Lc MCu92R  |IAGAGCAACGAAGGAGTACAA

Lc MCu93F |CTTATAAAACTTGGTGCCTCTC |(AT)s. (CT)a. (CT)3 impert P10-2H |240 |50
Lc MCu93R |GGAGAGCTAATAAACCCTCTCT

Lc MCu94F |CGCCACTGTAATTTTTICTTC (CT)s. (AG)2A(AG)s. (AG)s impert P10-3A |189 |58
Lc MCu94R |CTCACCTCGCTTTCTCTTAC

Lc MCUu9%F |CCTTCACTCTACTCTCTCGTTC  |(CT)sCG(CT)zcomp P10-4C |233 |55
Lc MCu9%5R |CTTTCATTCACTCGTTCCTC

Lc MCu9% F |GGAGTTTGAGAACTTGATGA  [(GA):ATT(GA)s. (GA)s.. (AT): impert P10-5E |260 | 55
Lc MCu9%6R [TTCCTTCACATTTCAGAACC

Lc MCu97 F |CTACTCTCTCGTTCAGATCCTC  |(CT)sCG(CT)3 comn P10-6A |248 |55
Lc MCu97R  |ATCCATAAGAGCCCGTATTT

Lc MCu98 F |GAGAGATCATGTTTGGGAGA  |(GA);. (AG);. (AG):.. (AG)s impart P10-6G |181 |55
Lc MCu98R |CGGTCGTTTCATTCTAAAAG

Lc MCu99 F |CATCGAAAGAGGAAGACAAG  [(AG)1is par P10-7B |196 |55
Lc MCu99R [TTCCTTTACCACTGCCTCT

Lc MCul0OF |CTTTTCTCAAGATGCCAAAC (GA)spert P10-7E |158 |55
Lc MCul0OR |GCAACGAAGGAGTACTTTTG

* Lc: Lens culinaris, MCu: Melike Bakir (Cu), perf: perfect (miikemmel tekrarlar), imperf: (imperfect) miikemmel olmayan tekrarlar,

comp:(compund) birlesik tekrarlar, B¢: Bant biiyiikliigii
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3.4. Yeni Gelistirilen Mercimek SSR Markérlerinin Baglanma Sicakhiklarinin

Belirlenmesi

Gelistirilen yeni SSR markorleri, uygun primer baglanma sicakliginin (annealing)
belirlenmesi i¢in 2 adet mercimek c¢esidinde (Tigris, Seyran-96) PCR reaksiyon
kosullar1 kullanilarak optimize edilmistir (Tablo 2.4.). Optimize edilen primerler Tablo
2.1°de verilen tescilli mercimek c¢esitlerinde ve diger baklagillerde test edilmistir.
Optimizasyonu saglanan primerlerin PCR kosullar1 (Tablo 2.5) kullanilarak PCR
yapilmis ve %2’lik agaroz jelde yiritilmistir (Sekil-3.4). Jel goriintiisi
degerlendirilerek amplifikasyon araligit 100-500 bp disinda olanlar ve fazla bant

verenler iptal edilmistir.

Lc_MCu74 Lc_MCu95 Lc_MCu90

— - —
. ——-

Lc_MCu 98 Lc_MCu 87

Sekil 3.4. Mercimekte primer baglanma sicakligi optimizasyonlarina ait 6rnek agaroz jel
goriintiisti (%2), M: 100bp ladder, nk: Negatif kontrol

Belirlenen tekrar bolgelerine yonelik gelistirilen 33 adet SSR markdriine ait dizi
bilgileri, tekrar motifi bilgileri, klon/hiicre bilgileri, bant biyiikligi bilgileri,
baglanma sicakligr bilgileri Tablo 3.2.'de verilmistir. Her bir markér i¢in en uygun
baglanma sicakligr farkli baglanma sicakliklar1 denenerek belirlenmistir. Yapilan
optimizasyon c¢alismalarinda Lc MCu72, Lc. MCu76, Lc_ MCu82 isimli lokuslar1 i¢in
amplifikasyon saglanamazken, Lc MCu71, Lc MCu78, Lc MCu92, Lc MCu93,
Lc MCu99 ve Lc MCul00 lokuslari ¢ok sayida nonspesifik bant olusturdugu

belirlenmistir.
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3.5. Yeni Gelistirilen Mercimek SSR Markorlerin Mercimekte Polimorfizm

Oraninin Belirlenmesi

Her bir primer i¢in bant biiyiiklikleri gbéz Oniinde bulundurularak, gruplar
olusturulmus ve gruptaki her bir primer i¢in farkli floresan boya ile (FAM (Mavi),
ROX  (Kirmizi), HEX  (Yesil)) isaretlenmis  M13  primeri  (5’-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3") kullanilmistir. Isaretli primerler ile Tablo 5’teki
kosullar ile elde edilen PCR iriinleri, ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems) sisteminde goriintiileri alinmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Lc_MCu70 (FAM-mavi), Lc_MCu81 (ROX-kirmizi) ve Lc_MCu88 (HEX-
yesil) primerlerine ait kapilleri elektroforez 6rnek pik goriintiileri

(GeneMapper (version 5.0) software)

Gelistirilen 33 SSR markoériinden amplifiye olmayanlar ve ¢ok sayida bant verenler
cikartilmis ve kalan 24 markor, polimorfizm oranlarimin ve genetik analizlerde
kullanilabilirliginin belirlenmesi i¢in 10 mercimek ¢esidinde test edilmistir. Her bir
SSR lokusu igin, allel sayist (n), beklenen heterozigotluk (He), gozlenen

heterozigotluk (Ho), polimorfizm bilgi igerigi (PIC) belirlenmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. SSR loksularina ait genetik parametreler (allel sayisi (n), beklenen (He) ve
gozlenen (Ho) heterozigotluk, lokuslarin tanimlama olasiligi (PIC:
probability of identity)

Lokus n He Ho PIC
Lc_MCu68 4 0.740 1.000 0.69
Lc_MCu69 2 0.320 0.200 0.26
Lc_MCu70 6 0.710 0.900 0.67
Lc_MCu74 2 0.255 0.300 0.22
Lc_MCu79 7 0.805 0.600 0.77
Lc_MCu80 3 0.460 1.000 0.41
Lc_MCu8l 5 0.715 0.300 0.66
Lc_MCu83 2 0.420 0.200 0.33
Lc_MCu84 3 0.395 0.200 0.34
Lc_MCu85 3 0.565 0.700 0.48
Lc_MCu86 3 0.460 1.000 0.41
Lc_MCu87 8 0.820 0.500 0.79
Lc_MCu88 2 0.500 1.000 0.37
Lc_MCu90 2 0.095 0.100 0.09
Lc_MCu94 3 0.645 0.700 0.57
Lc_MCu98 2 0.320 0.200 0.26
Toplam 57 8.225 5.900 7.38
Ortalama 3.56 0.541 0.363 0.46

*Analizler sonras1 monomorfik oldugu tespit edilen markorler icin genetik parametre degeri girilmemistir.

Analiz  sonuglart  degerlendirildiginde, Lc_MCu68, Lc_MCu69, Lc_MCu70,
Lc MCu74, Lc MCu79, Lc MCu80, Lc MCu8l, Lc MCu83, Lc MCu84,
Lc MCu85, Lc MCu86, Lc MCu87, Lc MCu88, Lc MCu90, Lc MCu9%4,
Lc MCu98 lokuslar1 polimorfik bulunurken, Lc_MCu73, Lc_MCu75, Lc_MCu77,
Lc_MCu89, Lc_MCu9l, Lc_MCu95, Lc_MCu96, Lc_MCu97 lokuslarinin ise

monomorfik oldugu tespit edilmistir.

Gelistirilen 33 mercimek SSR lokusundan 16’si (%48.5) polimorfik, 8’1 (%24.2)
monomorfik, 6’si (%18.2) ¢ok sayida bant vermis, ve 3’0 (%9) ise amplifiye
olmamustir. Polimorfik olarak tespit edilen 16 primer, 10 c¢esitte toplamda 57 allel
iretilmis ve lokus basina diisen allel sayisinin 2 ile 8 arasinda ve ortalama 3.56 oldugu
goriilmiistiir. En fazla allel sayisina sahip olan primer 8 allel ile Lc MCu87 olmustur.
Bu primeri, 7 allel ile Lc_ MCu79 primeri takip etmistir. Polimorfik oldugu tespit
edilen 16 adet primerin, beklenen heterezigotluk oraninin 0.095 (Lc. MCu90) ile 0.820
(Lc_MCu87) arasinda degistigi ve ortalama 0.541 oldugu, gbzlenen heterozigotluk
degerinin 0.100 (Lc_MCu90) ile 1.000 (birden fazla markor) arasinda degistigi ve
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ortalama 0.363 oldugu tespit edilmistir. Polimorfik bilgi icerigi (PIC) degerinin ise,
0.09 (Lc_MCu90) ile 0.79 (Lc_MCu87) arasinda degistigi ve ortalama 0.46 oldugu

tespit edilmistir.

3.6. Yeni Gelistirilen Mercimek SSR Markoérlerin Mercimek Cesitlerinde

Genetik iliskilerin Analizi

Yeni gelistirilen primerler ile olusturulan dendrogram incelendiginde, dendrogramin
iki farkli gruba ayrildig1 goriillmektedir (Sekil 3.6). Birinci grupta Sazak-91, Emre-20,
Ceren, Anakara Yesili, Eruzurm-89, Kafkas, Yerli Kirmizi, ikinci grubu Seyran-96,
Altin toprak, Tigris gesitlerinin yer aldigi goriilmistiir. Birinci grup kendi iginde
Sakaz-91 ¢esidi bir gruba, Emre-20, Ceren, Anakara Yesili, Eruzurm-89, Kafkas, Yerli
Kirmizi gesitleride diger bir gruba ayrilmustir. ikinci grubu kendi iginde Seyran-96
cesidi gruba, Altin toprak, Tigris ¢esitleride diger bir gruba ayrilmistir.

Test edilen mercimek g¢esitlerin genetik agidan en yakin g¢esitler Ankara Yesili ile
Erzurum-89 (% 80), ve Tigris ile Altin Toprak (% 80) oldugu Sazak-91 ile Altin

Toprak (% 24) gesitlerin genetik benzerlik agisindan en uzak oldugu saptanmaistir.
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Sazak-91

l. Grup Emre-20

Ceren

Ankarayesili

Erzurum-89

Kafkas

YerliKirmizi

Seyran-S6
Il. Grup
Altintoprak
Tigris
0.050

Sekil 3.6. Yeni gelistirilen SSR primerleri ile 10 mercimek ¢esidinde, genetik benzerlik
matriksinden UPGMA kullanilarak  olusturulan  genetik  benzerlik
dendogrami



Tablo 3.5. Mercimek genotipleri arasindaki genetik benzerlik oranlari

Mercmek Altin Ankara Ceren Emre Erzurum Kafkas  Sazak
Genotipleri Toprak  Yesili -20 -89 -91

Altin Toprak 1

AnkaraYesili  0.40 1

Ceren 0.37 0.76 1

Emre-20 0.40 0.67 0.67 1

Erzurum-89 0.40 0.80 0.77 0.64 1

Kafkas 0.44 0.77 0.67 0.67 0.67 1

Sazak-91 0.24 0.64 0.50 0.54 0.64 0.60 1
Seyran-96 0.47 0.30 0.40 0.44 0.40 0.40 0.27
Tigris 0.80 0.44 0.37 0.37 0.47 0.47 0.34

Yerli Kirmizi 0.34 0.74 0.67 0.64 0.64 0.70 0.64

Seyran
-96

1
0.54
0.30

Tigris

1
0.37

Yerli
Kirmizi

1
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3.7. Mercimek SSR Markoérlerinin Diger Baklagil Tiirlerine Transfer
Edilebilirligi

Yakin tiirler arasinda gen igerigi ve sirasinin énemli Ol¢iide korundugu karsilagtirmal
genomik c¢alismalar ile ortaya c¢ikarilmistir. Tiir/cinsler arasinda var olan yeterli
homoloji sayesinde, bir tiirde gelistirilen markorler yakin tiir/cinslerde ortak SSR’larin
tespitinde kullanilabilir (Kalia vd. 2011; Verma vd. 2014). Gelistirilen 33 adet SSR
lokusu Tablo 2.1.’de verilen yemlik ve yemeklik diger baklagil tiirlerine transfer
edilebilirligi test edilmistir (Sekil 3.7, 3.8). Amplifiye olan markorler tiirlere gore
degisiklik gostermistir (Tablo 3.6a, 3.6b, 3.6¢). Test edilen 33 mercimek SSR markort
en yiiksek transfer edilebilme oran1 %49.5 (15 adet) ile Vicia tiirlerinde gorilmistiir.
Vicia tiirlerinin kendi i¢inde transfer edilebilme oranlar ise, sirasiyla, V. sativa igin
%33.3 (11 adet), V. pannocina ile V. villosa (10 adet) igin %30.3 ve V. faba ile V.
narbonensis igin %29.7 (9 adet) olarak bulunmustur. Amplifiye olan markérlerin %
26’s1 tiim Vicia tiirlerinde galismustir. Ikinci en yiiksek transfer edilebilme oran1 %
30.3 (10 adet) ile Cicer tiilerinde goriilmiistiir. Tiirler arasinda ise transfer edilebilme
orani C. anatolicum i¢in %18.1 (6 adet), C. reticulatum, C. bijugum ve C. pinnatifidum
icin % 15.1 (5 adet) C. echinospermum igin % 9 (3 adet) olarak bulunmustur.
Amplifiye olan markdorlerin % 20’si tiim Cicer tiirlerinde ¢alismistir. Diger tiirlerde ise
sirasi ile, P. sativium igin %30.3 (10 adet), O. sativa i¢in %21.2 (7 adet), M. sativa i¢in
%18.1 (6 adet), G. max i¢in %15 (5 adet), T. pratense ve P. vulgaris i¢in ise %3 (1
adet) olarak belirlenmistir. Ayni cins igerisinde yer alan tiirlerde amplifiye olan
markdrler incelendiginde, bu markdrlerin %80-85 oraninda ayni oldugu goriilmiistiir.
Lc MCu 95 ve Lc_MCu97 markorlerinin tirlerin %98’inde amplifiye oldugu

goriilmiistiir.



47

Lc MCu97

Sekil 3.7. Diger tiirlere transfer edilebilirligine ait %2 ‘lik 6rnek jel gortintiileri, Primer:
Lc_MCu97, 1:L.culinaris (pozitif kontrol), 2: Phaseolus vulgaris, 3:
Viciafaba 4: Glycinemax, 5: Pisum sativum, 6: Viciasativa, 7:
Onobrychis sativa L., 8: Trifolium pratense L., 9: Medicago sativa L, nk:
Negatif kontrol, M: 100bp ladder
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Lc MCu97

Sekil 3.8. Diger tiirlerde primer baglanma sicakligi optimizasyonlarma ait %2 ‘lik jel
optimizasyon gorintiileri, 1: L. culinaris (pozitif kontrol), 2: C. bijigum, 3:

C. echinospermum, 4: C. reticulatum, 5: C. pinnatifidum, 6: C. anatolicum,
nk: negatif kontrol M: 100bp ladder
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Pisum sativum Vicia faba Glycine max Phaseolus vulgaris
Lokus Adi Tm bp Lokus Adi | Tm bp Lokus Adi Tm bp Lokus Ad1 Tm bp

Lc_MCu69 50 262-290 |Lc MCu68 | 52 359 JLc mcues | 52 359 |Lc mcuss | 55 292

Lc_MCu75 50 241-245 Lc_MCu74 50 283 Lc_MCu74 50 283

Lc_MCu78 50 195 Lc_MCu75 50 249 Lc_ MCu78 50 278

Lc_MCu80 55 378 Lc_MCu77 55 270 Lc_MCu88 55 292

Lc_ MCu83 55 388 Lc_MCu83 55 388 Lc_ MCu92 55 294

Lc_ MCu85 55 225 Lc_ MCu88 55 292

Lc_MCu88 55 292 Lc_MCu90 55 154

Lc_MCu9l 58 201 Lc MCu9 | 55 249

Lc_MCu95 55 249 Lc_MCu97 55 264

Lc_MCu97 55 264

Onobrychis sativa L. Medicago sativa L. Trifolium pratense

Lokus Adi Tm bp Lokus Ad1 Tm | bp Lokus Adi Tm bp

Lc_ MCu69 50 249 Lc_MCu73 55 209 Lc MCu74 55 283

Lc_MCu74 50 283 Lc_McCu78 | 50 195

Lc_MCu75 50 296 Lc_MCu83 55 388

Lc_MCu78 50 195 Lc_MCu92 | 55 294

Lc_MCu9l 58 202 Lc_MCu95 55 245

Lc_MCu95 55 241 Lc_MCu97 55 260

Lc_MCu97 55 248

Tablo 3.6.a. Diger baklagillerde amplifiye olan markoérlere ait bilgiler

Vicia sativa Vicia narbonensis Vicia pannocina Vicia villosa

Lokus Adi | Tm bp Lokus Adi | Tm bp Lokus Ad1 ™ bp Lokus Adi | Tm bp
Lc_MCu7l 55 282 Lc MCu7l 55 282 Lc MCu7l 55 282 Lc MCu7l 55 282
Lc MCu73 | 55 209 Lc_MCu73 55 209 Lc_MCu73 55 209 Lc_MCu73 55 209
Lc MCu74 | 50 283 Lc MCu75 50 249 Lc MCu75 50 296 Lc MCu75 50 249
Lc_MCu75 | 50 249 Lc_MCu78 50 195 Lc_MCu78 50 195 Lc_MCu78 50 195
Lc MCu78 | 50 | 188-226 ]Lc MCu83 55 388 Lc_MCu80 55 364 Lc_MCu80 55 | 362-364
Lc MCu80 55 362 Lc MCu85 55 249 Lc MCu83 55 325 Lc MCu83 55 385
Lc MCu83 55 335 Lc MCu9 55 249 Lc MCu85 55 249 Lc MCu85 55 249
Lc MCu85 | 55 249 JLc mcu9r |55 | 264 |Lc MCu9 55 249 |Lc MCu90 | 55 206
Lc MCu88 | 55 292 Lc MCu97 55 264 Lc MCu9 55 249
Lc MCu9% | 55 249 Lc_MCu98 55 197 Lc_MCu97 55 264
Lc_MCu97 55 264
Tablo 3.6.b. Diger baklagillerde amplifiye olan markorlere ait bilgiler

C.bijigum C.echinospermum C.reticulatum C.pinnatifidum C.anatolicum

LokusAdt | Tm| bp Lokus Adi | Tm| bp Lokus Adt | Tm| bp Lokus Adi | Tm | bp Lokus Adt | Tm | bp

Lc MCu69 | 55| 197 |fLc MCu78f 50| 195 |Lc MCu69 | 55 211 |Lc MCu69 | 55 | 197 |Lc MCu73 | 58 | 209

Lc MCu74 [ 55 ] 283 |Lc MCud% | 55] 249 |Lc MCu78 | 50 | 195 |fLc MCu74] 55 | 298 |[Lc MCu74 | 55 | 283

Lc MCu% [ 55] 249 |fLc MCud7f55] 264 |Lc MCu83 | 55 388 JLc MCu% | 55 | 249 |Lc MCu79 | 55 | 296

Lc MCu97 | 55 | 264 Lc MCu% | 55 249 JLc MCu97 | 55 | 264 |Lc MCu% | 55 | 249

Lc MCu%8 |55 ] 181 Lc MCu97 | 55 264 |Lc MCu98 | 55 | 197 |Lc MCu% | 55 | 260

Lc MCu97 | 55 | 264

Tablo 3.6.c. Diger baklagillerde amplifiye olan markérlere ait bilgiler




4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

4.1.Yeni Gelistirilen Mercimek SSR Markorlerinin Genomik
Kiitiiphanelerden Gelistirilen Diger SSR Markorleri ile Karsilastirilmasi

Mercimekte (Lens culinaris Medik.) AG ve AC tekrarlar1 birlikte kullanilarak
zenginlestirilen genomik kiitiiphanelerden elde edilen 250 klonun, 37 adedinin
(%14.8) tekrar igerdigi tespit edilmistir. Tekrar iceren bu klonlarin dizi analizi
sonuglar1 incelendiginde, dizilerin 120 adet SSR motifi icerdigi ve %89’ unun primer
dizayn edilebilir oldugu tespit edilmistir. Bakir ve Kahraman (2019), ayni tekrarlar ile
zenginlestirilerek olusturulan 350 adet kiitiiphaneyi koloni PCR ile taramis ve 68
adedinin (%19.1) tekrar icerdigini tespit etmislerdir. Tekrar iceren bu klonlarin dizi
analizi sonugclari incelendiginde, dizilerin 53 adet (%79.1) dizinin 134 adet SSR motifi
icerdigi ve primer dizayn edilebilir oldugu tespit edilmistir. Hamwieh vd. (2009),
tarafindan mercimek c¢esidini olan ILL5588’1 kullanarak yiiriitiikkleri ¢alismada,
200,000 klonu GT, GA, GC, GAA, TA, TAA tekrar motifleri ile taradiklarin1 ve 371
(%0.18) klonun mikrosatellit bulundugu ve bunlardan 243 (%65.4) klonun
sekanslanabilir oldugunu belirtmislerdir. Dizi analizleri yapilan 243 klonun 173
adedinin (%71.2) SSR motifi igerdigini belirtmislerdir. Verma vd. (2014), tarafindan
Precoz mercimek ¢esidini kullanarak, GA/CT tekrar motifleri ile zenginlestirilmis
genomik DNA kiitiiphanelerinden 514 adet klonu sekansladiklart ve bunlarin 375
adedinin (%72.9)'unun 3 yada daha fazla SSR motifi igerdigini belirtmislerdir. SSR

motiflerini igeren 144 adedinin (%55.1) primer dizayn edebildiklerini belirtmislerdir.

Andeden vd. (2015), mercimek ¢esidini olan Karacadag’t kullanarak, CA, GA, AAC
ve ATG tekrar motifleri ile zenginlestirilmis genomik DNA Kiitiiphanelerinden 432
klon olusturmuslardir. Olusturulan kiitiipanelerden, 360’ 1nda (%83.3) SSR motfilerine
elde etmisler ve 301 adedi (%83.6) i¢in SSR primeri dizayn etmislerdir. Mercimekte
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genomik SSR markdrlerini gelistirme amagli yapilan bu ¢alismalarda elde edilen
veriler, yapilan bu c¢alisma ile karsilastirildiginda; Hamwieh vd. (2009)'un
caligmasinda kullandigi yontemde zenginlestirilmis kiitiiphane metodunu yer
almamaktadir ve taranan klonlardan %0.18'inin SSR motifi icerdigi belirtilmektedir.
Bu calismada da yapilan farkli zenginlestirilmis kiitliphane metodu kullanilarak SSR
markorleri gelistiren Verma vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada taranan klonlarin
%72.9’u ve Andeden vd. (2015)’in %83.3’iinlin SSR igerdigini belirtmislerdir. Bu
calisma ile Kkarsilastirildiginda, bu c¢alismada tekrar motifi iceren klon sayisi
zenginlestirilmis yontemi kullanmayan Hamwieh vd. (2009)'a gore oldukga fazla iken
zenginlestirilmis yontem kullanan Verma vd. (2014), Andeden vd. (2015), Bakir ve
Kahraman (2019)’e gore nispeten diisiilk bulunmustur. Bununla birlikte, SSR motifi
iceren dizilerin bu ¢alisma i¢in %89’u primer dizayn edilebilir olarak tespit edilirken,
Hamwieh vd. (2009), tarafindan %71.2, Verma vd. (2014) tarafindan %55.1 Andeden
vd. (2015) tarafindan %83.6, Bakir ve Kahraman (2019)'de ise, %79.1 olarak
belirlenmistir. SSR  markorii  gelistirilmesinde farkli zenginlestirilmis kiitiiphane
metotlart kullanilarak, farkli bitkilerde yapilan ¢alismalarda SSR tekrar motifi i¢eren
dizilerin yiizdelik oranlari incelendiginde, ¢im bitkisinde %67.6 (Hirata vd. 20006),
kavunda %60.8 (Fukino, 2007), patlicanda %81.7 (Nunome vd. 2009) bugdayda
%60.8 (Li vd. 2016), aspirde %82.2 (Betha vd. 2019) olarak belirlenmistir.

Mikrosatellit belirleme c¢alismalart degerlendirildiginde sonuglarmn, kiitiiphane
olusturma asamasinda restriksiyon enzimlerinin sec¢imi, zenginlestirme icin segilen
SSR motiflerinin ¢esidi, metotsal yaklasimlar veya segilen SSR motiflerinin ilgili bitki
genomunda az bulunmasi gibi nedenlerden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Cuc vd.
2008). Ornegin Tang vd. (2002) aygigeginde yapilan ¢aligmada, ayn1 tekrarlar (AG ve
AC) kullanilarak ayr1 ayr1 zenginlestirilmis kiitliphane metodu ile, AG ve AC
tekrarlar1 i¢in klonlarin sirast ile %43.1 ve %359.6'sinin SSR motifi igerdigi
bildirilmisgtir. Bu durum seg¢ilen SSR motiflerinin bitki genomunda 06zelliklede
mercimek bitkisinde bulunma yiizdesinin, diger SSR motiflerine gore daha az
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Yine bu durumu destekler nitelikte, bu ¢alismada diger
caligmalardan farkli olarak klonlar, zenginlestirmenin gerceklestirildigi AG ve AC
tekrarlar1 ile koloni PCR yapilarak taranmis, AG ve AC tekrarlar1 i¢in, PCR
reaksiyonu sonucu dogal olarak bu tekrarlar igin pozitif bant veren bolgeler

sekanslanmugtir.
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Hamwieh vd. (2009), gelistirdikleri markérlerin 56 adedinin (%33) polimorfik bant
drettiginin 58 adedinin (%34) monomorfik bant {irettigini geri kalanlarin ise smear
(stipriintii) veya nonspesifik bant olusturdugunu bildirmislerdir. Verma vd. (2014),
SSR igeren 375 sekans i¢in 151 SSR markoérii dizayn etmisler ve ancak bunlarin
sadece 122 adedinin beklenilen biiyiikliikte bant {irettiini bildirmislerdir. Uretilen
bandlarin 33'i genetik iliski amagh kullanilmistir. Kullanilan 33 markoriin tamaminin
polimorfik oldugu bildirilse de, diger markorler i¢in bilgi verilmediginden dolayi
karsilastirma yapilamamistir. Andeden vd. (2015) ise, gelistirdikleri 149 SSR
markoriiniin 78 adedinin polimorfik (%52), 71 adedinin (%48) ise monomorfik
oldugunu bildirmislerdir. Bakir ve Kahraman (2019) yiiritikleri arastirmada,
gelistirilen 53 SSR markdriinden 32 adedinin (%60.4) polimorfik, 15 adedinin (%28.3)
ise monomorfik oldugu sonucuna varmislardir. Geri kalanlar ise, amplifiye olmayan
ve nonspesifik bant veren (%11.4) markoriinden olusmustur. Bakir ve Kahraman
(2019)’m yaptiklart ¢alismanin devami niteliginde olan bu ¢alismada ise, gelistirilen
33 mercimek SSR markdriinden 16 adedi (%48.5) polimorfik, 8 adedi (%24.2)
monomorfik, 9 adedinin (%27.2) amplifiye olmayan ve nonspesifik bant veren
markorlerden olusmustur. Bu ¢alismada, elde edilen polimorfik markdr yiizdesi Bakir
ve Kahraman (2019) tarafindan gelistirilen markorlerin polimorfizm yiizdesinden

diisiik, ancak mercimekte daha 6nce yapilan calismalar ile benzer bulunmustur.

Hamwieh vd. (2009), tarafindan Lens culinaris’te gelistirilen SSR’larin Lens
culinaris’in alt tiirleri olan (L. culinaris subsp. culinaris, L. culinaris subsp. orientalis,
L. culinaris subsp. tomentosus, L. culinaris subsp. odemensis) test etmislerdir. Test
edilen toplam allel sayisin1 182, lokus basina diisen ortalama allel sayisini 13 olarak
belirtmislerdir. L. culinaris subsp. culinaris igin, toplam allel sayis1 128, lokus basina
allel sayisinin 2 ile 16 arasinda degistigi ve ortalama allel sayisinin 9.14 oldugu
bildirilmistir. Verma vd. (2014), gelistirdikleri markorlerden 33 adedini 46 genotipte
test etmiglerdir. Toplam allel sayisinin 123, allel sayisinin 2 ile 5 arasinda degistigi ve
ortalama allel sayisinin 3.73 oldugu bildirilmistir. PIC degerinin ise, 0.13 ile 0.99
arasinda degistigi ve ortalama 0.66 oldugu sonucuna varmislardir. Andeden vd.
(2015), gelistirdikleri 78 polimorfik markorden, 15 genotipte toplam 400 allel elde
edildigini ve lokus basina diisen allel sayis1 2 ile 11 arasinda degistigini ve ortalama

allel sayisinin 5.1 oldugunu bildirmislerdir. PIC degerinin ise, 0.07 ile 0.89 arasinda
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PR

degistigi ve ortalama 0.58 oldugu bildirilmisitir. Bakir ve Kahraman (2019)
polimorfik oldugu tespit edilen 32 SSR lokusunu 24 ¢esitte test ettikleri
arastirmalarinda, toplamda 142 allel iiretilmis ve lokus basina diisen allel sayisinin 2

PR

ile 15 arasinda degistigi ve ortalama allel sayisinin 4.36 oldugu tespit etmislerdir. PIC
degerinin ise, 0.19 ile 0.90 arasinda degistigi ve ortalama 0.50 oldugu sonucuna
varmiglardir. Arastirma sonucunda ise, 16 SSR lokusu 10 mercimek ¢esidinde test
edilmis, toplamda 57 allel iiretilmis ve lokus basina diisen allel sayisinin 2 ile 7

arasinda degistigi ve ortalama 3.56 oldugunu tespit etmislerdir.

Lokus basina ve ortalama allel sayisi acisindan sonuglar yapilan c¢alismalar ile
karsilagtirildiginda elde edilen veriler, Hamwieh vd. (2005) ve Andeden vd.
(2015)’nin yaptiklart ¢alismaya gore diisik Verma vd. (2014)’ nin elde ettikleri
sonuclar ile benzer bulunmustur. Bakir ve Kahraman (2019)’1n yaptiklar1 ¢alismaya
gore diisiik bulunmustur. Bu durumun calismalarda kullanilan genotip sayisi ve
kullanilan genotiplerin c¢esitliliginden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. PIC degerleri

ise, birbirine yakin bulunmustur.

4.2. Mercimek SSR Markorlerinin Diger Tiirlere Transfer Edilebilirliginin

Karsilastirilmasi

Evrimsel yakinlik ve tiirler arasinda var olan yeterli homoloji SSR markoérlerin transfer
edilebilirligini mimkiin kilmaktadir (Doyle ve Luckow 2003; Choi vd. 2004).
Taksonomik olarak Lens cinsine en yakin cinsler Vicia ve Pisum olup bunlari
Trifolium ve Medicago takip etmektedir. Phaselous ve Glycine cinsleri ise Lens
cinsinden uzak tiirlerdir (Doyle ve Luckow 2003; Choi vd. 2004). Bu ¢alismada, yeni
gelistirilen 33 adet mercimek SSR markorlerinin  farkli baklagillere transfer
edilibilirligi test edilmis, transfer edilebilme oraninin %49.5 ile %3 arasinda degistigi
goriilmistir. Evrimsel yakinlik baz alindiginda, yakin tlirlerde en yiiksek transfer
edilebilme orami Vicia (%49.5) tiirlerinde bulunurken, P. sativum ve M. sativa
tiirlerinde sirast ile (%30.3) ve (%]18.1) olarak bulunmus, uzak tiirlerden G. max
(%15) ve P. vulgaris (%3) ise diisiik bulunmustur. Diger taraftan evrimsel olarak
mercimege ¢ok yakin olmadigi bilinen Cicer (%30.3) tiirlerine transfer edilebilirligi
ikinci en yiiksek bulunurken, ¢ok yakin oldugu bilinen Trifolium (%3) oldukca disiik

bulunmusur. Verma vd. (2014) 33 SSR markdriinii L. culinarisin alt tiirleri ve



54

yabanileri ile P. sativum (4 adet), C. arietinum (3 adet), T. alexandrinum (2 adet), G.
max (2 adet), M. truncatula (2 adet), C. cajan (2 adet), V. radiata (2 adet), ve C.
reticulatum (1 adet) olmak {izere 8 farkli baklagil tiiriinde test etmislerdir. SSR
markorlerin tiirler arasi transfer edilebilme orani Lens tiirleri arasinda %80.72 (L.
ervoides) ile %87.88 (L. lamottei) arasinda degisirken, diger baklagillerde bu oranin
%72.73 (T. alexandrinum), %69.70 (P. sativum), %60.61 (C. reticulatum), %54.55
(M. truncatula), %48.48 (C. cajan), %45.45 (G. max) ve en az %12.12 (V. radiata).
Test edilen markorlerin %45.45’inin tiim baklagillerde calistigi, ancak her tiirlin tim
cesitlerinde amplifiye olmadigr bildirilmistir. Markorlerin @ %84.85’1  mercimek
disindaki en az bir baklagil tiirlinde amplifiye oldugu bildirilmistir. Datta vd. (2010)
ise, mercimek mikrosatellitlerinin C. cajan’a transfer edilebilirliginin %9.3 oldugunu
bildirmistir. Mercimekte yeterli mikrosatellit markorlerin olmamasi nedeni ile, T.
prantense, M. truncatula ve P. sativum tiirlerinden gelistirilen markorlerin mercimege
transfer edilebilirligi test edilmis ve transfer orani Trifolium SSR’lart igin %62,
Medicago SSR’lar1 i¢in %36 ve Pisum SSR’lar1 igin %25 olarak belirlenmistir (Reddy
vd. 2010). Diger baklagillerde yapilan benzer ¢alismalarda (Gutierrez vd. 2005) ise,
EST ve genomik temelli M. truncatula SSR markérleri P. sativum, V. faba, C.
arietinum ve C. reticulatum tiirlerinde test edilmis ve sirasiyla %37.6, %40, %36.3
(her iki nohut tiirii i¢in) bulunmustur. Ayrica M. truncatula EST-SSR’larinin genomik
SSR’lara gore dort tiirde de 2 kattan fazla oldugunu bildirmislerdir. Choudhary vd.
(2008), nohutta gelistirdikleri EST-SSR markoérleri Cicer tiirleri ve P. mungo, P.
sativum, G. max, T. alexandrinum, L. esculenta, C. cajan, M. truncatula olmak tizre 7
diger baklagil tiirtinde test etmislerdir. Cicer tiirleri arasinda markor transfer orani
%96.6 (C. reticulatum) ve %68.3 (C. judaicum) arasinda degisirken, diger tiirlerde ise
%29.4 (P. mungo), %35.2 (P. sativum), %41.1 (G. max ve T. alexandrinum), %47.0
(L. esculenta), %50.0 (C. cajan) ve %61.7 M. Truncatula ortalam %43 olarak

belirlenmistir.
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4.3. Sonuc ve Oneriler

Bu calismada, Kafkas ¢esidi kullanilarak AG ve AC tekrarlar ile zeginlestirilmis
genomik kiitiiphanelerden 33 yeni mercimek markorii gelistirilmistir. Yeni gelistirilen
33 SSR markorii 10 mercimek cesidinde test edilerek 16°s1 polimorfik olarak tespit

edilmistir. Sonug olarak;

1. Genetik yakinlik degerlerine gore olusturlan UPGMA grafiginde, test edilen
mercimek genotipleri iki gruba ayrildigi, birinci grupta Sazak-91, Emre-20,
Ceren, Anakara Yesili, Eruzurm-89, Kafkas, Yerli Kirmizi, ikinci grubu
Seyran-96, Altn toprak, Tigris gesitltlerinin yer aldig1 ikinci grupta ise Seyran-
96, Altn toprak, Tigris gesitlerinin yer aldig1 gézlemlenmistir.

2. Test edilen mercimek ¢esitlerin genetik acidan analiz edildiginde en yakin
cesitler Ankara Yesili ile Erzurum-89 (% 80), ve Tigris ile Altin Toprak (%
80) oldugu Sazak-91 ile Altin Toprak (% 24) gesitlerin genetik benzerlik
acitadan en uzak oldugu belirlenmistir.

3. Yeni gelistirilen 33 adet mercimek SSR markorleri yemlik ve yemeklik bazi
baklagil tiirlerinde transfer edilebilirligi test edilmis, transfer edilebilme orani

o

%49.5 (Vicia) ile % 3 (P. vulgaris) arasinda degistigi tespit edilmistir.

Kafkas mercimek ¢esidi kullanilarak zenginlestirilmis kiitiiphane yontemi ile
gelistirilen yeni SSR markdrleri, molekiiler destekli 1slah, filogenetik analizler ve
genetik cesitlilik ¢alismalarinda kullanilabilir kalite ve nitelikte olup ve tiirler arasi
genetik iliski calismalarinda kullanilabilir niteliktedir. Bu ¢alismada gelistirilen
mercimekte molekiiler temelli ¢aligmalara katki saglamakla birlikte mercimekte
gelistirilen markor sayis1 hala yetersiz kalmaktadir. SSR markorii sayisinin gerek
geleneksel yontemlerle gerekse ikinci/iiglincii nesil dizileme teknolojileri artirilmasi

1slah ¢alismalar1 a¢isindan 6nem tagimaktadir.
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